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INTRODUCCION
11. 1. GENERALIDADES
El parásito protozoo, Trypanosoma cruzi es el agente etiológico de
la enfermedad de Chagas o tripanosomiasis Americana, que afecta
alrededor de 18 millones de personas.
T. cruzi fué aislado por primera vez en el año 1909, por el
investigador brasileño Carlos Chagas, a partir del contenido
intestinal de un insecto redúvido (Panstrongylus megis tus).
En su honor, la tripanosomiasis americana, lleva su nombre como
enfermedad de Chagas.
1. 2. DESCRTPCION Y CICLO BIOLOGICO DE
Tiypanosoma cruzl
El parásitoT. cruzi tiene un ciclo biológico complejo, siendo un
organismo digenético con alternancia entre un hospedador
vertebrado, donde usualmente se encuentra en sangre y tejidos, y
en el tracto digestivo de un insecto vector, cambiando su morfología
y expresión antigénica de acuerdo a su estadio y lugar donde se
encuentra.
Estas diferencias en morfología y estados funcionales, implican una
importante adaptación a una variedad de condiciones medio
ambientales en el insecto vector y en las células del hospedador
mamífero.
Es de anotar por ejemplo, que las formas de tripomastigotes
sanguíneos y epimastigotes de T. cruzi en el insecto vector, se
encuentran en un medio donde la concentración de calcio es muy
elevada, y los amastigotes intracelulares en el mamífero por otra
parte, se encuentran en una concentración muy baja.
Estos cambios drásticos de calcio libre en el medio durante el ciclo
de vida sugieren que el parásito tiene una gran capacidad de
adaptación (Vercesi A. E., 1994).
El parásito presenta tres distintas morfologías funcionales de
acuerdo a donde se encuentre (Brener Z.,1973), caracterizadas
según el nacimiento del flagelo, curso intracelular y punto donde
emerge libre, además se tiene en cuenta la posición del kinetoplasto
con relación al núcleo celular (Braun M., y De Titto E., 1985).
Las formas llamadas epimastigotes, las cuales se caracterizan por su
flagelo emergente desde la región lateral anterior y kinetoplasto
anterior al núcleo, se encuentran en la luz del tracto intestinal del
insecto vector, donde se multiplican extracelularmente.
2Luego se transforman en tripomastigotes metacídicos, los cuales se
caracterizan por su flagelo emergente desde el extremo apical
posterior y con el kinetoplasto ubicado posterior al núcleo,
distinguiendose una membrana ondulante característica.
Estos tripomastigotes se acumulan a nivel de la ampolla rectal del
insecto y son excretados por las heces (1-loare C. A.,1972).
Trypanosoma cruzi es un parásito intracelular obligatorio y por lo
tanto se multiplica dentro de las células del hospedador vertebrado.
La multiplicación en este hospedador ocurre en su estadio de
amastigote, el cual se caracteriza por su forma redondeada y sin
flagelo aparente al microscopio óptico (Zeledon R.et al.,1977; Hyde
T.P., y Dvorak J.A.,1973).
Se describe el ciclo biológico de Trypanosoma cruzi paso a paso
siguiendo el esquema adjunto, (Despommier D. y Karapelou J.W.,
1987).
la. El estadio infectivo de T. cruzi es el tripomastigote metacícico.
Tiene una longitud aproximada de 15 gm, posee un núcleo simple y
un kinetoplasto, estructura fundamentalmente compuesta de ADN,
extranuclear dispuesto en maxi y mini círculos. A lo largo del
cuerpo del parásito se observa una membrana ondulante
característica la cual se continúa con un fagelo que sale libre por el
extremo anterior.
lb. La transmisión de T. cruzi al hospedador mamífero, incluyendo
el humano, ocurre por las deyecciones en el momento de la
picadura de un insecto hematófago infectado.
Los géneros más frecuentes involucrados como vectores son
Panstrongylus, Triatoma y Rhodnius. La infección ocurre despues
de la toma de sangre, ya que durante el proceso de ingestión, el
insecto simultaneamente defeca sobre la piel del hospedador, muy
cerca al sitio de la picadura. En las heces del insecto se encuentran
las formas infectantes del parásito.
2. Despues de la picadura, el hospedador experimenta sensación de
escozor y con el efecto mecánico de roce, el parásito penetra por la
piel a través de la pequeña lesión dejada por la picadura o por
alguna otra herida.
Si la picadura ocurrió en el rostro cerca de los ojos o labios, T. cruzi
puede penetrar a través de las membranas mucosas, observandose
horas después un fuerte edema.
El parásito T. cruzi tambien puede transmitirse de persona a
persona por transfusión sanguínea e infección transpíacentaria.
33a. Los tripomastigotes entran a una amplia variedad de células,
localizadas cerca del sitio de la picadura y se transforman en
estadio de amastigotes. Esta forma del parásito mide 3-5 um de
diámetro y no posee flagelo libre. Se multiplica intracelulannente
por fisión binaria.
3b. El hospedador desarrolla hipersensibilidad al parásito, como
resultado de una extensa destrucción celular en el sitio de la
infección inicial. Se puede observar en algunos casos edema
palpebral y/o chagoma de inoculación.
4a. Algunos amastigotes se transforman en tripomastigotes dentro
de la célula infectada, luego ocurre la lisis celular y los parásitos
salen al torrente circulatorio, por medio del cual migran a
diferentes órganos del cuerpo.
4b En este punto de la infección, cualquier tejido puede albergar
parásitos, siendo unos órganos más afectados que otros, tales como
el músculo del corazón, músculo esquelético y sistema nervioso.
4c. Los tripomastigotes sanguíneos, penetran a otras células, se
diferencian nuevamente en amastigotes y se continúa el proceso de
infección indefinidamente, hasta que la respuesta inmune del
hospedador se establece o los fármacos actúen.
5. El vector hematófago se infecta, cuando toma sangre de un
individuo con tripomastigotes circulantes. En la mayoría de los
casos el insecto se infecta a partir de hospedadores silvestres o
domésticos que actúan como reservorios.
6. Dentro del insecto vector, el tripomastigote se transforma
rapidamente en la forma epimastigote, la cual se multiplica dentro
del intestino, produciendo cientos de nuevos parásitos.
Los epimastigotes se diferencian en el intestino posterior, en
tripomastigotes metacíclicos. El proceso de transformación del
parásito involucra una expresión génica diferencial, la cual capacita
al parásito para infectar al hospedador.
7. Todos los mamíferos son susceptibles a la infección y pueden
servir como reservorios silvestres y domésticos.
Algunos presentan signos de enfermedad pero otros establecen un
equilibrio de infección, por mecanismos desconocidos.
te
4c
Reino: Protisra
Phylum: Sarcomastigophora
Subphylum: Mastigophora
Clase: Zoomasílgophorea
Orden: Kinetoplasuda
Suborden: Trypanosomatina
Famjlia Trynanosomaridae
Género: Trypan asoma
Especie: cruzí
Ciclo Biológico de T¡ypanosoma cruzi
4En condiciones de laboratorio se ha podido obtener el ciclo completo
de Trypanosoma cruzi. Utilizando medios de cultivo apropiados, se
ha podido mantener los parásitos en su forma de epimastigotes
como su estadio de multiplicación extracelular, tambien se pueden
obtener las formas metacíclicas infectantes y por medio de
infecciones celulares se completa el ciclo obteniendo las formas
replicativas de amastigotes intracelulares.
1.3. EL PARÁSITO Trypanosoma cruzi
CARACTERJSTICAS DE LA POBLXCION
La marcada heterogeneidad de T. cruzi en la naturaleza y su alta
variabilidad genética como ha sido revelada por los estudios de
esquizodemas y zimodemas (Dvorak J.A., 1984; Morel C. et al, 1986;
Miles M.A. et al., 1977; Tibayrenc M., et aL,1986>, requiere y hace
posible múltiples investigaciones que permiten relacionar los
parámetros funcionales y propios del parásito, con las
manifestaciones de la enfermedad en el hospedador mamífero,
dentro de áreas geográficas particulares.
La teoría clonal en las poblaciones de T. cruzi tiene importantes
aplicaciones para el diagnóstico y tratamiento de la tripanosomiasis
y para el desarrollo de medicamentos y vacunas contra el parásito.
Es conocido que los diferentes clones difieren en su patología y
otras propiedades biológicas
Según resultados recientes de los estudios del ADN, Trypanosoma
cruzi es un orgamsmo que presenta alto polimorfismo cromosomal
con complejidad de cariotipo, por lo cual es difidil estimar el número
de cromosomas, sin embargo la estabilidad de las moléculas del
cariotipo se mantiene durante el tiempo de cultivo.
Ocurren rearreglos cromosomales que incluyen cambios en el
número de copias de genes. Existe por lo tanto cierta correlación
entre cariotipo y patrones isoenzimáticos.
La ploidía de T. cnizi no es muy clara, algunos estudios atribuyen a
T. cruzi la constitución diploide otros sugieren la aneuploidía y
haploidía con varios cromosomas y/o genes duplicados (Henrikson
J., et al., 1996).
Se mantiene la hipótesis de su reproducción básicamente clonal, lo
cual es importante en los aspectos biológicos y médicos.
Los zimodemas y esquizodemas descritos por Miles M.A.,et al 1987
y Morel C., et al., 1980, se pueden igualar a clones naturales, como
lo revelan estudios isoenzimáticos de Tibayrenc M., et al.,1986).
5Estos clones naturales se consideran como unidad taxonómica
(Tibayrenc M., et al., 1990) y parecen ser estables en amplias zonas
geográficas y por largos períodos de tiempo (Tibayrenc M., y
Breniere S. F.,1988).
Mediante técnicas electroforéticas se pueden observar diferencias
en patrones isoenzimáticos del parásito, correspondientes a
variaciones fenotípicas, que a su vez se relacionan con la
variabilidad genética de T. cruzi (Miles M.A., a al., 1984; Romanha
A.J., et al., 1988; Breniere S.F., et al.,199 1).
Se ha demostrado que la evolución clonal en T. cnrzi es muy
antigua y por lo tanto los diferentes clones naturales han ido
evolucionando de manera independiente en un largo periodo de
tiempo (Tibayrenc M., y Ayala Fj.,1988; Breniere 5. F., et al., 1992).
La estructura clonal de las poblaciones de T. cruzi, implica una
ausencia de reproducción sexual en la naturaleza, ya que ni la
segregación de alelos de un locus simple, ni la recombinación entre
alelos de diferentes loci, estan presentes.
Los criterios que se tienen en cuenta para afirmar la teoría clonal
en las poblaciones de T. cruzi según lo propone Tibayrenc M., et al.,
1990, han sido:
a. Fijación de la heterocigosidad la cual es incompatible con la
segregación meiótica.
b. Ausencia de segregación genotípica.
c. Desviación de las expectaciones de Hardy-Weinberg dentro de un
área geográfica particular.
d. Idénticos genotipos distribuidos en grandes y diferentes zonas
geográficas.
e. Ausencia de genotipos recombinantes, ya que el número de
diferentes genotipos encontrados es mucho más pequeño de lo que
se esperana.
f. Desequilibrio de linicage.
g. Correlación entre marcadores genéticos no relacionados.
Los clones, no las especies, serían las unidades evolutivas a
considerarse, particularmente con fines médicos y epiderniológicos
en el caso de T. cruzí y otros parásitos protozoos (Tibayrenc M., y
Ayala EJ., 1991).
Estudios de análisis isoenzimáticos de un gran número de aislados
de diferentes áreas geográficas, han revelado la existencia de 43
genotipos o cepas isoenzimáticas llamadas tambien zimodemas,
6siendo posible su ubicación filogenética por medio de cálculo de
distancias genéticas de los diferentes alelos involucrados (Tibayrenc
M., y Ayala Fj.,1988).
A estos genotipos dominantes o cepas isoenzimáticas se les ha
designado con el término clonet o clon Mayor, agrupando así las
muestras que tienen idéntico marcador genético, refiriendose a loci
isoenzimático (Veas F., et al., 1990; Breniere S.F., et aL,1992).
Entre el gran número de diferentes clones naturales que han sido
aislados, algunos están siempre presentes y se les encuentra
frecuentemente en amplias áreas endémicas (Tibayrenc M., y Ayala
F.J.,1987).
Se ha reportado el hallazgo de una región hipervariable del ADN del
kinetoplasto de T. cruzi en el minicírculo HVRm, la cual exhibe
secuencias especificas para los clones naturales identificados por
trabajos de caracterización isoenzimática.
Se puede considerar el HVRm un buen marcador clonal para los
clones Mayores 20 y 39 (Veas F. et al., 1990).
Trabajos recientes, realizados con la técnica de PCR, utilizando la
secuencia HVRm, demuestran que es posible identificar los
diferentes clones de T. cruzi que circulan tanto en vectores como en
hospedadores. Considerandose ésta, una metodología bastante
específica (Breniere SF. et al, 1992).
Estudios de amplificación génica confirman un fuerte desequilibrio
de linkage, comparando aislados de diferentes zimodemas,
resultados consistentes con los estudios usando isoenzimas y de
acuerdo con lo ya conocido de la estructura clonal de las poblaciones
de T. cruzi (Steindel M. et al., 1993).
El modelo clonal propuesto, requiere una mayor elaboración y para
ello es muy importante un amplio estudio de estas unidades
clonales que componen las cepas o aislados naturales de T. cruzi
En la presente investigación de tesis, se hace un estudio
comparativo cuyos resultados aportarán al conocimiento del
comportamiento de diferentes clones, los cuales pertenecen a tres
clones Mayores, de los 43 conocidos e identificados por estudios
isoenzimáticos, siendo dos de ellos, clon Mayor 19 y 20, muy
cercanos en distancias genéticas, reveladas por el número de
codones diferentes entre dos poblaciones, y por lo tanto
isoenzimáticamente son muy similares entre si, y a su vez ambos,
están más alejados fiogenéticamente del clon Mayor 39. (Diagrama
adjunto).
71. 4. EL PARASITO T.rypanasoma cruzl EN CULTIVO
DIFERENCIACION Y METABOLISMO
Durante el ciclo de vida del parásito 7’. cnizi ocurren cambios de
formas o estadios con características propias.
Estos cambios involucran al parásito en una serie de eventos
fundamentales para la supervivencia y la interacción con su
hospedador.
El cambio de epimastigotes a tripomastigotes metacícicos, proceso
de metaciclogénesis, observado en los cultivos axénicos de T. cruzi,
merece especial interés, ya que este proceso ocurre naturalmente
dentro del insecto vector triatomino, e involucra una expresión
génica diferencial, lo cual capacita a esta forma para infectar al
hospedero mamífero (Golbenberg 5., et al., 1984).
Se ha encontrado una estrecha relación entre el porcentaje de
parásitos diferenciados y la resistencia a la lisis del complemento.
Experimentos realizados con 7’ cruzi clon Dm 28c cultivados en
medio TAUP, muestran que los tripomastigotes metacíclicos son
resistentes a la lisis del complemento (Contreras V.T., et al, 1985).
Se han desarrollado varios sistemas complejos de diferenciación in
vitro para 7’. cruzi, con el fin de seguir el proceso de transformación
de epimastigotes a tripomasúgotes metacidicos (Camargo E. P.,1964;
Castellani N., et aL,1967; Chan F.,1975; Sullivan J.,1983; Contreras
V.T., et al.,1985).
Tambien se han introducido cambios químicos en las composiciones
de los medios de cultivo con el fin de proveer reproducibilidad de la
metaciclogénesis en cultivo axénico de T. cruzi (Contreras V.T.,et al.,
1985; Goldenberg S., et al, 1987).
En condiciones de cultivo y cuando la glucosa está presente, el
catabolismo de epimastigotes en fase exponencial ocurre vía
glícolitica, con producción neta de succinato, C02 y acetato, como
productos finales (Cazzulo J., et al.,1985; Cannata J. B., et aL,1984).
Cuando la glucosa se consume, los parásitos activan el catabolismo
de los aminoácidos, con producción neta de C02 y NH3 y aunque los
epimastigotes continúan dividiendose aún con disminución de
nutrientes, las células empiezan a transformarse en tripomastigotes
metacícicos (Fernández J.F. et al.,1969; Krassner 5. M. et al., 1990;
Urbina J.A., 1994).
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axénicos, confirman que la escasez de nutrientes inducen una
presión de “stréss fisiológico” que desencadena la transformación
del parásito a su estadio infectivo.
Otros experimentos han revelado que la formación de ácidos
órgánicos estimulan la transformación. Es así como adicionando
ácido acético y pirúvico al medio libre de glucosa, con ph
ligeramente ácido, ocurre una rápida diferenciación, lo que sugiere
la participación del ciclo tricarboxilico en el metabolismo de la
diferenciacion en T. cruzi (Brener Z., 1973).
Al parecer la ausencia de glucosa disponible, combinada con una
actividad aumentada del ciclo del ácido tricarbóxilico (TCA), es un
evento simultáneo con la transformación de T. cruzi (Krassner S.M.
et aL,1990), además este autor informa como resultado de su
estudio, que azúcares intermedios en el metabolismo de la glucosa,
inducen la transformación de epimastigotes a formas metacíclicas.
Igualmente se confirma que la glucosa y la prolina inducen la
transformación de T. cruzi in vitro.
La metaciclogénesis en cultivo tambien puede estar condicionada
por la concentración de aniones y cañones libres en el medio.
Algunos autores reportan la presencia de aminoácidos como factor
importante en la metaciclogénesis (Adroher F.J. et al.,1990).
Otros reportes enfatizan la importancia de la duración del cultivo
(Chiari E., 1976), el ph del medio y la cantidad de población inicial
del parásito (Castellani N.,et al.,1967).
Otro factor a tener presente en la diferenciación es la cepa o clon
de T. erial que se está estudiando, ya que existen comportamientos
diferentes entre las poblaciones del parásito (Carne M. y Dvorak
J.A., 1982).
Es conveniente asegurarse que la expresión génica diferencial
observada durante la metaciclogénesis, no se debe a la
heterogeneidad de la población clonal dentro de la cepa de 7’. cruzi
(Deane M.P.,1984; Dvorak J.A.,1985).
Por tal razón es conveniente el uso de poblaciones homogéneas
como lo son los clones, para el estudio de diferenciación en T. cruzi
(Contreras V.T. et al., 1988).
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axénico, se ha encontrado que hay un incremento en la
concentración intracelular del AMP cíclico y de los activadores de la
adenilato ciclasa, lo que conduce a la estimulación de la
metaciclogénesis (González-P et al.,1988).
Otros resultados confirman los estudios que revelan claramente,
que los tripomastigotes despliegan mayores niveles de AMP cíclico
que los epimastigotes (Rangel-Aldao R. et al., 1987).
Estudios posteriores indican que durante la metaciclogénesis, la
fosforilación proteica es muy dinámica y que el AMP cíclico
efectivamente puede ser el responsable (Goldenberg S.,1990).
Igualmente se encontró que el mayor antígeno de superficie de
tripomastigotes metacíclicos está fosforilado.
En otras investigaciones se había descrito que el AMP cíclico
estimula la transcripción de un gen de T. erial el cual presenta
homología con el proto-oncogen C-Fos (Heath 5. et al., 1989).
Los tripomastigotes metacíclicos expresan diferentes grupos de
genes, ya que los parásitos sintetizan diferentes proteínas de
acuerdo a su origen sea de cultivo, vector o de sangre (Contreras
V.T. et al., 198½).
Otra de las características de T. cruzi en la metaciclogénesis in vitro
es la necesidad de adhesión de los epimastigotes a un substrato,
antes de la diferenciación (Bonaldo M.C., et al., 1988).
Igual está de acuerdo con los estudios previos, en los cuales se
demuestra que el epimastigote se adhiere a la superficie del
intestino del insecto vector para que ocurra su transformación
(Zeledon R., et al., 1984).
De los estudios realizados por Goldenberg 5., 1990 y Esteves Mt., et
al., 1989, se deriva la información que durante la metaciclogénesis,
ocurre un cambio en la composición de los ácidos grasos, como una
de las primeras señales del inicio de la metaciclogénesis, evento que
se relaciona con los cambios en la fluidez de la membrana del
parásito consecuentemente a su interacción con el medio ambiente.
Dado que el contenido del ADN del kinetoplasto en epimastigotes y
tripomastigotes, es esencialmente el mismo pero que las fibras
están más fuertemente empaquetadas en epimastigotes que en
tripomastigotes, se sugiere que esta diferencia es debida a la
actividad de la topoisomerasa durante el proceso de diferenciación
(Dvorak JA., et aL, 1982).
~~~1~
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En estudios realizados por Goldenberg S.1990, se encuentra que la
topoisomerasa II antagonista, inhibe la replicación y la
metaciclogénesis en 7’. cruzi siendo entonces una posible diana para
la quimioterapia en la enfermedad de Chagas.
Existen varias evidencias que los parásitos eucariotes, expresan
proteínas de shock térmico (1-ISP) en sus procesos de diferenciación
(Rondinelli E.,1994).
Los mecanismos moleculares en la diferenciación de 7’. cruzi a
formas metacíclícas, involucran efectivamente, la producción de
proteínas de shock térmico (HSP), las cuales preparan al parásito
para infectar al hospedador humano (Moncayo A., 1994).
Los estudios de Nozaki T. y Dvorak J.A.,1993, demuestran que la
marcada diversidad intraespecífica que existe en 7’. cruzi se
extiende a la respuesta específica que desarrolla el parásito ante el
“stress” medio ambiental que experimenta en su ciclo de vida.
Se ha encontrado que los cambios de temperatura inducen cambios
en el ADN del parásito, sin embargo estos cambios son temporales,
implicando que representan adaptaciones más que mutaciones.
Finalmente se demuestra que los cambios de temperatura
únicamente, no son suficientes para desencadenar el desarrollo de
la transformación.
Es sabido que la mayor proteinasa de cisteina responsable de la
mayor actividad proteolítica del parásito 7’. cruzi es la cruzipain
(Cazzulo J.jJ., et al.,1985). Esta proteinasa es codificada por un alto
número de copias de genes repetidos, localizados en un número
variable de cromosomas (Captella O.,et al.,1992).
Estudios posteriores revelan que inhibidores específicos de la
cruzipain proteasa en 7’. cruzi bloquean la diferenciación de
epimastigotes a tripomastigotes metacíclicos (Urbina J. A., 1994).
Es bien conocido que los aislados de 7’. cruzi tienen una notoria
capacidad para utilizar carbohidratos o aminoácidos como fuentes
de carbono y de energía (Cazzulo J.J.,1992).
Igualmente, se sabe que estos parásitos son incapaces de degradar
completamente los carbohidratos, incluso en presencia de oxígeno,
produciendo una mezcla de C02, ácidos orgánicos y alanina como
productos finales del metabolismo (Bowman 1. B. y Flynn 1. W.
1976; Rogerson G. N. y Gutteridge W. E. 1980; Cazzulo J. jJ.,1992;
Sánchez-M M., et aL,1995).
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La relativa proporción de estos productos de degradación varía
según los aislados deL cruzi. que se estudian (Urbina J. A.,et
al.,1993).
El consumo de la glucosa por los protozoos trypanosomátidos está
caracterizado por la excreción de productos reducidos tales como el
succinato, piruvato, etanol, alanina o lactato, dependiendo de las
especies, tanto en condiciones anaeróbicas como aeróbicas (Cazzulo
J. J., 1992).
1. 5. INFECCION CELUlAR IN VITRO CON T. cruzi
El parásito Trypanosoma cruz¡ tiene la capacidad de invadir un
gran número y variedad de células de mamíferos. La naturaleza de
receptores y el mecanismo de interacción es motivo de múltiples
investigaciones.
Se ha encontrado que los macrófagos y células musculares son las
principales células diana para la invasión de T. cruzi.
Estudios ultraestructurales de este fenómeno in vitro, muestran que
la invasión ocurre por procesos de endocitosis, con unión e
interiorización mediados por diferentes componentes capaces de
reconocer al parásito (Araujo-J T.C de. et al., 1992).
Estudios de infección con 7’. cruzi reportan que el parásito reconoce
residuos síalicos en la superficie de las células durante el proceso
inicial de invasión (Ming M. et al., 1993).
Otras investigaciones revelan que el balance entre ácido síalico y
galactosa/N-acetil galactosamina en la superficie de los
tripomastigotes, es uno de los factores determinantes en la
capacidad de invadir las células (Araujo-J T.C.de. et al,1992).
Se ha demostrado que T. erial no sintetiza ácido siálico pero
contiene la transialidasa capaz de transferir el ácido siálico de
glicoconjugados del hospedador.
Se reconoce que este ácido es necesario para la invasión celular
(Schenkman 5., y Eichinger D., 1993).
La adhesión y la interiorización son los dos eventos iniciales en la
asociación entre T. cruzi y la célula hospedadora, siendo el
parasitismo celular, el suceso que tiene un papel central en la
patogénesis (llenriquez D. et al.,1981; Andrews N. y Colli W., 1982).
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Tanto los epimastigotes, como los tripomastigotes y formas
metacíclicas se unen a la superficie celular, no hay diferencia en
este paso (Monteon y. M. et al., 1992).
La formación de vacuola parasitófora durante la penetración del
parásito T. erial ha sido demostrada tanto en células fagocíticas
como en las no fagocíticas, como fibroblastos y células musculares
(Nogueira N. y Cohn Z., 1976; Meirelies M.N., et al.,1986).
Aunque las formas epimastigotas no infectivas, y las formas
infectivas tripomastigotas, entran a las células mediante la
formación de vacuola parasitófora, únicamente el estadio infectivo
sobrevive a la ingestión por mecanismos complejos de evasión.
Esto puede indicar que las proteínas de la membrana plasmática,
incorporadas dentro de la vacuola son diferentes, dependiendo del
estadio del parásito que fué interiorizado y que estas diferencias
reflejan receptores de unión selectivos (Hall B. It, et aL, 1991).
Estudios de infección con 7’. cruzi revelan que la entrada del
parásito a la célula, está mediada por receptores específicos,
requiere síntesis de proteínas, involucra azúcares de superficie e
intervención de nucleótidos. A su vez puede ser inhibida por varios
factores y moléculas como la N-acetil glucosamina (Piras R. et
aL,1982; Crane M.S. y Dvorak J.A., 1982).
Ha sido documentado que el ataque inicial y la invasión de T. cruzi
a las células del hospedador, pueden ser afectados por una variedad
de perturbaciones químicas, que involucran tanto a la célula como a
la membrana plasmática del parásito.
Ejemplo de ello es el tratamiento con proteasas (Nogueira N., y Cohn
Z., 1976; Henriquez D. R. et al.> 1981; Piras M. et al., 1985), lectinas
(Zenian A. y Kierszenbaum E., 1982; Meirelles M N. et al, 1983), y
azucares específicos (Dvorak J A.,1984; Zingales B. y Colli W.1985).
De acuerdo a resultados de estudios con microscopia electrónica, se
ha evidenciado la interacción del parásito 7’. cnizi con la célula de
macrófago, revelándose el papel importante que desempeña la
proteinasa de cisteina o cruzipain, presente en la superficie del
parásito (Moncayo A.,1994).
Amplios estudios, sobre las interacciones moleculares entre el
parásito 7’. cruzi y la célula hospedadora, se han obtenido a partir
del análisis de los determinantes moleculares en la superficie del
parásito, tratando de dilucidar cúal de todas las moléculas juega un
papel predominante en la invasión.
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Varias móleculas han sido candidatizadas, la glicoproteina Tc-85
(Zingales B. y Colli W., 1985), la glicoproteina 83 kilodalton
(Boschetti M., et al.,1987), y el receptor colágeno-fibronectina
(Ouaissi MA. et al, 1986; Velge It, et al.,1988).
Se han encontrado altos niveles de la enzima neuraminidasa
asociada con el proceso de invasión del parásitoT. cruzi y un
progresivo incremento de la afinidad específica por la D-galactosa
(Csete M., et al., 1985; Barbosa H.S., et al., 1993).
La relación entre varias glicoproteinas no está muy clara todavía y
no existe un consenso de cúal o cúales en combinación, son más
relevantes en el proceso de la invasión del parásito.
Sin embargo la opinión común de los investigadores es que la
invasión de células de mamíferos por 7’. cruzi, depende de la
habilidad del parásito para reconocer los receptores específicos en
la membrana de la célula (Snary D.,1985; Zingales II., y Colli
W.,1985).
Información acerca de receptores de superficie designan a las
proteínas 32 y 34 kda. como receptores de la célula hospedadora
para antígenos del parásito T. cruzi comprometidas en la invasión y
los cuales no corresponden a las subunidades polipéptidas
receptoras de la fibronectina (Davis C. D., y Kuhn R., 1990).
El parásito 7’. cruzl entra a la célula hospedadora formándose la
vacuola parasitófora que a su vez se une con el lisosoma, y
mediante mecanismos de evasión el parásito logra escaparse al
citoplasma donde se establece la infección.
En el escape del T. cruzí del fagosoma se cree puede estar
implicada una hemolisina capaz de perforar la membrana (Ley V.,
et al.,1990).
Otros investigaciones revelan la existencia de un antigeno
glicoconjugado de 35/42 kda. y de una glicoproteina 90 kda
presentes en la superficie de la forma metacíclica del parásito.
Investigando acerca de si la molécula 3 5/42 kda podría ser ligando
para receptor celular, utilizando anticuerpos monoclonales que lo
reconocen, se encontró que efectivamente, este antígeno purificado
puesto en contacto con células VERO, se une a ellas, inhibiendo la
entrada de las formas metacíclicas, lo que confirma su papel de
ligando en el proceso de la invasión (Ruiz R. de C., et al., 1993).
Se conoce que T. cruzl no realiza variación antigénica de superficie
como ocurre con T. brucei, sin embargo cada forma del ciclo
biológico tiene diversidad de glicoproteinas y glicolípidos en su
-r
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superficie, siendo algunas específicas de estado y varian su
estructura segun la cepa del parásito (De Souza W. et al., 1978).
Otros estudios moleculares han revelado la existencia de una
glicoproteina de aproximadamente 82 kda. en la superficie de
tripomastigotes metacíclicos, como la responsable de la entrada del
parásito en las células del hospedador a través de un ligando
receptor. Tambien se descubrió que este componente de superficie
de los tripomastigotes metaciclicos de T. erial involucrado en la
penetración, es una molécula que no hace parte de los
tripomastigotes sanguíneos ni de aquéllos derivados de cultivo
celular (Ramirez M.I., et al., 1993).
Como se ha mencionado anteriormente, Trypanosoma cruzi se divide
intracelularmente como amastigotes y finalmente se transforma en
tripomastigotes que salen al exterior de la célula y eventualmente
pueden ser ingeridos por el insecto vector (Mortara R.A., 1991).
En la infección celular con T. erial, la vacuola parasitófora condene
la forma metacíclica. En los primeros momentos de la entrada del
parásito ocurren procesos fisiológicos importantes y la forma
metacíclica se transforma en aimastigote.
Se confirma que los amastigotes producen proteínas hemoliticas TC-
TOX, las cuales forman poros en la membrana del fagosoma,
permitiendo el escape del parásito al citoplasma donde empieza a
diferenciarse en tripomastigotes (Rondinelil E., 1994).
Después de la penetración del parásito en la célula, el
tripomastigote envuelto por la vacuola mantiene escasa movilidad,
luego empieza a transformarse en amastigote, proceso que puede
durar cerca de tres horas y así permanece durante
aproximadamente cuarenta horas antes de iniciar su replicación.
La síntesis de ARN se inicia tres horas después de la penetración
(Crane M.S.T., et al., 1980).
Se han realizado numerosos estudios, con el fin de dilucidar los
mecanismos de interacción del parásito con su célula hospedadora,
se conoce que el contacto inicial y la interiorización requiere energía
metabólica, las enzimas succinato dehidrogenasa y la fumarato
reductasa son dos enzimas críticas para el metabolismo energético
(Rubbo H. et al.,1994).
Además ya es conocido que, componentes de la membrana
lisosomal contribuyen a la formación de la vacuola parasitófora.
El escape del parásito de la vacuola, depende de la acidificación y al
parecer está mediada por la acción coordinada de una
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neuroaminidasa derivada del parásito y una sialidasa capaz de
desializar los constituyentes de dicha membrana con una
consecuente formación de poros (Hall B.F.,1993).
Los amastigotes en el citoplasma celular, se van multiplicando por
fisión binaria, mediante nueve a diez divisiones consecutivas, y
revierten de manera no sincrónica, a tripomastigotes, vía
epimastigotes como estadios intermedios.
Luego la célula se rompe liberándo los tripomastigotes, y se
continúa la infección (Dvorak JA., 1976; Tafuri W.L., et al.,1983.).
Existen lineas celulares establecidas con propiedades óptimas para
estudios de infección celular, ya que posibilitan la interiorización
del parásito y el posterior establecimiento de la infección,
características que permiten estudios de seguimiento de los
mecanismos y comportamiento del parásito 7’. erial en condiciones
de laboratorio.
Algunas de las células más utilizadas en los estudios del desarrollo
intracelular de T. cruzi han sido, los cultivos celulares de embrión
de pollo (Meyer H. y Oliveira M., 1948), líneas celulares
permanentes como células VERO (Hanson W.L. et at,1976; Brener Z.
et al, 1976; Bertelli M.S. y Brener Z., 1980; Velasco J.R.,1989), líneas
de macrófagos (Carvalho V.T.,1983) y fibroblastos de ratón
(Tanowitz II. et al., 1975).
Se ha demostrado que la línea celular J774 es deficiente en la
producción de metabolitos intermedios de oxígeno después de la
fagocitosis, lo que permite la continuidad intracelular del parásito,
esta línea se comporta como macrófagos (Ralph P., et al., 1975).
Estudios de infección con 7’. cruzí han revelado que los
tripomastigotes invaden células de mamíferos de manera polarizada
y penetran los fibroblastos en la periferia celular donde la
fibronectina y sus receptores celulares están concentrados
(Schenkman 5. et al., 1988).
La alta motilidad del tripomastigote es más eficiente que el
amastigote para la interiorización en la célula hospedadora, lo que
supone un mecanismo que involucra la participación activa del
parásito en el proceso de entrada (Kipnis Ti., et al., 1979).
Durante el proceso de invasión celular de 7’. cruzi a la célula y
después de la asociación del parásito con dicha célula, se ha
encontrado un aumento significativo en la concentración de calcio
intracelular.
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Es de anotar que el calcio intracelular sirve como factor de los
segundos mensajeros con miras al control de la variabilidad
funcional de la célula (Do Campo y Moreno S.Nj.,1996).
Existen sólidas evidencias que demuestran la citotoxicidad del
óxido nítrico en macrófagos en contra de parásitos y bacterias.
Se demuestra la actividad parasiticida de éste, contra Trypanosoma
erial (Denicola A. et al, 1993).
Son numerosos y complejos todos los mecanismos que implican la
interacción hospedador-parásito, los cuales se han desarrollado
coevolutivamente en una fina y especial adaptación.
1. 6. INFECCION CON T. cruzl EN MODELO EXPERIMENTAL
El parásito 7’. cruzl, tiene un amplio rango de hospedadores
mamíferos, en los cuales se establece la infección.
En experimentos controlados se utilizan diferentes modelos tales
como conejos, ratones, ratas, perros y hamsters (Pizzi T.P., 1957;
Okuma M. et al.,1966; Brener Z.,.1973; Scott M.T.,y Goss-Sampson
1984; Figueiredo F. et al.,1985; De-Gaspari E. et al. 1990; De-Lana
M. et al., 1992; Ramirez L.F. et al., 1994).
El modelo murino es muy adecuado para reproducir las lesiones y
alteraciones histológicas de la enfermedad de Chagas.
Tambien ha sido utilizado para estudios de respuesta inmune,
obteniendose los mejores resultados de infección experimental y es
un buen modelo en programas de prueba para drogas y posibles
vacunas (Wrightsman R., et al., 1982; Andrade V. et al.,1985;
Zweerink H. et al.,1985; González -C S.M., y Mirkin G.,1994).
Es conocido que, distintas cepas de ratones difieren en la
susceptibilidad a la infección con 7’. erial y se ha planteado que
existe un control genético complejo de los niveles de parasitemia y
de la supervivencia de los animales infectados (Wrightsman R. et
aL,1982; Zweerink II. et al., 1985).
Algunas cepas de ratones se comportan como resistentes y otras
como susceptibles (Jurí M.A., et al., 1990).
Estudios en fase aguda de infección con T. erial en diferentes cepas
de ratones, revelan que ratones cepa Swiss son medianamente
susceptibles (Mc Cabe R., et al., 1989).
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Entre los factores genéticos importantes que determinan la
resistencia o susceptibilidad a la infección con el parásito 7’. cruzi se
encuentran los genes ubicados en el sistema mayor de
histocompatibilidad del ratón (complejo 11-2), cuyos productos están
involucrados en la regulación de la respuesta humoral y celular a
diversos antígenos (Wrightsman R. et al., 1982; Juri M., et al.,1990).
La edad, sexo, constitución genética y dósis del parasito inoculada a
los ratones, al igual que la cepa o clon de 7’. eruzl son factores
importantes que influyen en la evolución de la infección y
enfermedad. Tambien es conocido que a bajas temperaturas
ambientales se encuentran mayores parasitemias y las deficiencias
nutricionales afectan notoriamente (Brener Z.,1973).
Los tripomastigotes infectan un gran número de células del
hospedador mamífero, el parásito se diferencia en amastigotes
intracelulares, los cuales se multiplican y a su vez se transforman
en tripomastigotes.
Las células se rompen y los parásitos son liberados, invaden otras
células adyacentes o se diseminan por el torrente sanguíneo
llegando a otros órganos.
Este ciclo lleva a un incremento exponencial en la población del
parásito, tanto intracelulannente como en sangre (Brener Z., 1994).
Los amastigotes intracelulares se dividen de manera asincrónica,
dando lugar a muchos amastigotes dentro ,los cuales se evidencian
como agrupaciones del parásito llamadas pseudoquistes (Dvorak
J.A., 1975).
Han sido numerosos los estudios realizados con el parásito T. cruzi
con miras a dilucidar factores involucrados en la parasitosis y las
diferencias existentes de acuerdo a los estadios.
En investigaciones de Ouaissi M. A., et al.,1984, se pudo identificar
un sector especifico en el tripomastigote sanguíneo, que se une a
fibronectinas de las células de los mamíferos.
Por otra parte el investigador Nogueira N.,1980 y 1983, encontró
un factor antifagocítico en la superficie del tripomastigote
sanguíneo, con actividad glicosidasa, y que no se encuentra en la
forma metaciclica procedente de cultivo. Lo que permite pensar
que este factor probablemente defiende al parásito del ataque
humoral, alterando el dominio Fc de las inmunoglobulinas.
Resultados de recientes estudios, confirman el papel relevante de
las lectinas específicas en trypanosomátidos, las cuales intervienen
en la interacción del hospedador con el parásito, ya que son
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proteínas que se unen a residuos de carbohidratos específicos
(Jacobson R.L., y Doyle R.J., 1996).
Estudios llevados a cabo por Wrighsman R. et al 1982, permitieron
dilucidar los varios genes en el genoma del ratón, los cuales son
responsables del control de la respuesta a parásitos intracelulares y
en general de la respuesta a la infección con 7’. cruzi
Por lo tanto, segun sus observaciones los autores concluyen que las
bajas parasitemias son debidas en parte, a una expresión dominante
del raton a la infección. Además anotan que, las células T están
involucradas en los niveles de parasitenta en todas las cepas de
raton.
En ocasiones se ha planteado que los niveles de parasitemia que se
obtienen en ratones infectados experimentalmente, dependen de la
cepa del parásito sin tener en cuenta el tamaño del inóculo
(Andrade S.G.,1974).
Sin embargo estudios recientes revelan que el número de parásitos
de 7’. eruzi inoculados es un factor muy importante para la
evolución de la infección, ya que modifican la prepatencia, los
niveles de parasitemia y la supervivencia de los ratones
susceptibles.
Se ha revelado, que cepas de ratones susceptibles a la infección con
2.000 a 10.000 parásitos, se comportan en realidad como
resistentes, cuando se infectan con una dosis menor de parásitos
(Zúñiga C.,1995).
Probablemente la baja carga parasitaria inicial permite al animal
desarrollar una respuesta inmune adecuada para controlar la
infección (Marsden P.D.,1967).
Diferentes investigaciones de infección con modelos experimentales
de ratones, muestran de igual manera, que los niveles de
parasitemia no son indicadores de la potencial duración de los
animales (Kuhn R.E., y Durum S.K.,1975; Wrightsman R. et al, 1982>.
Estudios realizados por DeTitto et al., 1987, revelan que
subpoblaciones de 7’. eruzi obtenidas de ratones previamente
infectados, pueden diferir en la capacidad de infectar células y en la
capacidad de infección letal en ratones.
Ratones infectados con el parásito 7’. eruzi muestran severa
inmunosupresión, afectándose la actividad de las células T
ayudadoras y la anormal supresión y expresión de citoquinas.
Poco se sabe acerca de los mecanismos por los cuales la
inmunosupresión es inducida y mantenida durante la infección, ni
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acerca de la interacción celular la cual puede ser requerida por la
actividad inmunoreguladora (Cerrone M.C., y Kuhn R.,199 1).
Ha sido postulado, que ratones infectados con un simple estimulo
antigénico de 7’. erial desarrollan una pequeña población de células
T ayudadoras, pero la expansión clonal de los linfocitos es reducida
por un segundo grupo de macrófagos supresores en el umbral
requerido para producir una respuesta inmune detectable.
La administración de un segundo reto antigénico en el tiempo
correcto, puede desencadenar la expansión de células T ayudadoras
en tasa superior a la de los macrófagos supresores, en el umbral
necesario para vencer la supresión e inducir la respuesta inmune
(Cerrone M.C., y Kuhn R.,1991).
Algunos agentes químicos y físicos se han utilizado para el estudio
del efecto de inmunosupresión en la enfermedad de chagas
experimental.
La ciclofosfaunida regularmente incrementa la parasitemia y en
algunos casos la mortalidad y la severidad de la miocarditis, en la
fase aguda en ratones de experimentación.
Todo parece indicar que la ciclofosfarnida interfiere con la red de
inmunosupresión la cual aparentemente, sostiene la forma
indeterminada de la enfermedad (Brener Z.,1994).
Estudios inmunológicos revelan la importancia de las células T para
el control de la parasitemia y susceptibilidad a la infección con el
parásito T. erial.
Una alta parasiternia que impide la supervivencia del ratón durante
la fase aguda, puede estar relacionada con la pérdida de la síntesis
de anticuerpos específicos, o por la ausencia de citoquinas capaces
de activar los macrófagos que destruyen los parásitos
intracelulares.
Se enfatiza el papel de los linfocitos CD8 en la protección contra la
infección de 7’. cruzi en los hospedadores mamíferos incluyendo el
humano (Hontebeyrie M.,1994).
Otras investigaciones con ratón realizadas en fase aguda de la
infección con 7’. erial, muestran que el interferon gamma activa los
macrófagos, inhibiendose la multiplicación del parásito, lo que
conileva a una disminución de la parasitemia y de la mortalidad en
muchos casos.
En otro estudio paralelo se comprueba que no hay ningun efecto del
factor de crecimiento celular (TGF) en la disminución de la
parasitemia ((Mc Cabe R.E. et aL,1991; Silva J.S., et al.,1991).
20
Son muchos los cambios que se observan en la actividad celular del
hospedador en las infecciones con 7’. cruzl.
Los tripomastigotes pueden ser destruidos por los macrófagos
activados y los mecanismos independientes de oxígeno tambien
tienen gran importancia (Mc Cabe R.E. y Mullins B.T., 1990).
Posteriormente con otros estudios, se ha demostrado la actividad
parasiticida del óxido nítrico (NO), producido por los macrófagos
activados en contra del parásito (Denícola A., et al, 1993).
Estudios en macrófagos de ratones infectados con 7’. cruzl, revelan
transferencia de fragmentos de ADN entre el parásito y la célula del
hospedador. El ADN del kinetoplasto de T. eruzí se integra en el
genoma del macrófago, alterandose la regulación de la expresión
génica en el hospedador (Texeira A.R., et al., 1994).
Trabajos en el campo de la biología molecular, han reportado que
un péptido sintético de T. eruzl, de 19 aminoácidos (SP4), muestra
actividad de protección cuando se administra a ratones, ya que se
observa que induce las respuestas humoral y celular, por semejanza
conformacional del antígeno del parásito (Bua J. et al., 1991).
1. 7 TRIPANOSOMIASIS AMERICANA
O ENFERMEDAD DE CHIAGAS
Las infecciones humanas con el parásito T. eruzí, pueden ocasionar
serios problemas de morbilidad y mortalidad en poblaciones de
países endémicos de América.
Se estima que 16 a 18 millones de personas están infectadas y cerca
de 90 millones están en riesgo de adquirir la infección (Moncayo A.
1994).
La tripanosomiasis américana o enfermedad de Chagas es
fundamentalmente una zoonosis, donde el humano es un
hospedador accidental.
El parásito T. eruzl es un protozoo hemoflagelado el cual es
transmitido a los hospedadores vertebrados mediante las
deyecciones infectadas de un insecto hematófago, en el momento
de la ingestión de sangre.
1.7.1. Transmisión del parásito: Existen tres ciclos de
transmisión de T. eruzi en los cuales el vector participa (Schmunis
GA.,1994).
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1.7.1.1 El ciclo doméstico, responsable de la infección en
humanos, ocurre en viviendas rurales y periurbanas, cuyas paredes
de las casas son construidas con bareque y techo de paja.
Los animales domésticos que viven estrechamente con el humano,
son los reservorios del parásito. FI insecto vector vive y se
multiplica en las hendiduras de las paredes, debajo de los muebles
y en rincones oscuros de las habitaciones.
1.7.1.2 El ciclo peridoméstico, en el cual animales domésticos
se mueven libremente fuere de la habitación humana y pueden ser
picados por insectos selváticos infectados.
1.7.1.3 El ciclo selvático, involucra vectores netamente
selváticos que se infectan de animales silvestres y a su vez los
infectan, tales como diferentes especies de roedores y marsupiales.
El humano tambien se puede infectar ocasionalmente cuando
incurre a este habitat.
Las infecciones humanas por transmisión involucrando al vector,
suelen ocurrir en poblaciones endémicas socioeconomicamente
deprimidas.
Existen otras infecciones por 7’. eruzl que son de importancia y en
las que no interviene el vector directamente, son las adquiridas por
transfusiones sanguíneas (Zuna H., et al., 1985; Martelli C.M.T., et al.,
1992), transmisión transpíacentaria encontradas en recién nacidos
entre 1-10% y algunas pocas infecciones por accidentes en
laboratorio (Azogue E. et al.,1985; Brener Z.,1984; Zuna U., et al.,
1985; Martelli C.M.T., et aL,1992; .KirchhoffL.V.,1993).
En los últimos años debido a la problemática del SIDA se ha
incrementado el conocimiento de la población infectada con 7’. erial
por la necesidad del análisis serológico, lo que ha evitado en alto
grado la transmisión transfusional de la enfermedad de Chagas
(Schmunis G. 1994).
1.7.2. FASES DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS
En la tripanosomiasis Americana o enfermedad de Chagas pueden
distinguirsen tres fases o formas clínicas:
1.7.2.1 Enfermedad aguda: Se presenta en el 5% de los
individuos infectados. Comprende la primoinfección y la
observación del parásito en su estadio de tripomastigote sanguíneo,
en la cual se puede evaluar las parasitemias, que estarán de
acuerdo con las características del hospedador y la virulencia del
parásito.
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Las manifestaciones del Chagas agudo aparecen después de un
período de incubación de 3 a 12 días. La evidencia de entrada del
parásito o chagoma de inoculación es notable en los casos agudos,
cerca del 80% al 100% presentan la manifestación cutánea o el signo
de Romaña caracterizado por el edema palpebral, constituyendo un
elemento de alto nivel diagnóstico.
La sintomatología incluye hipertemia con intensidad y duración
variables, irritabilidad, cefaleas y mialgias, astenia, anorexia, y en
ocasiones somnolencia, dolores osteoarticulares, adenopatias
satélites o generalizadas, hepato y esplenomegalia y ocasionalmente
vómitos (Basso G. et al, 1978).
En alto porcentaje ocurre compromiso cardíaco con miocarditis
aguda, y en menor grado compromiso neurológico que puede llegar
a la meningoencefalitis. En los niños lactantes se presentan las
mayores complicaciones y su severidad guarda estrecha relación
con el pronóstico (Bocca T. C.,1972).
La fase aguda de la enfermedad suele pasar inadvertida en muchos
casos.
Aproximadamente entre uno y dos meses después de la
primoinfección, la parasitemia cesa por la respuesta inmune y se
establece la fase crónica. Se han reportado casos de reagudización
en pacientes crónicos inmunosuprimidos.
1.7.2. 2 Fase latente: La mayoría de los pacientes se recuperan
de la fase aguda y permanecen aparentemente asintomáticos por
largos períodos de tiempo, incluso toda la vida, considerandose ésta,
la forma ‘indeterminada” de la enfermedad de Chagas (Brener Z.,
1994).
Los individuos infectados pero sin ninguna sintomatología inicial,
sufren una evolución lenta de la infección, la cual dará paso a una
sintomatología, sin resolver la infección como suele ocurrir algunas
veces en otras parasitemias. Por lo tanto tambien se les debe
considerar como individuos enfermos (Braun M. y De-Titto E. 1985).
1.7.2.3 Enfermedad crónica: Se caracteriza por la desaparición
de parásitos en sangre. Entre el 60-80% de los individuos infectados
la padecen (Hontebeyrie-J M., 1993>.
El Chagas crónico afecta con un grado variable de compromiso, los
diferentes órganos del individuo infectado. Los órganos más
frecuentemente afectados son el corazón, tubo digestivo y
musculatura en general.
23
No se tiene muy claro todavía si las formas crónicas son secuelas de
la enfermedad aguda o son manifestaciones tardías o
independientes de la primoinfección (Braun M. y De-Titto E.,1985).
Cabe señalar que la mayor prevalencia de patología en la fase
crónica se presenta en pacientes que tuvieron alguna manifestación
clínica durante la fase aguda y que al parecer existe una correlación
significativa entre las formas clínicas y el área geográfica, lo que
lleva a pensar que puede haber una relación importante con la
variabilidad de los parásitos, con los hospedadores y sus
condiciones ambientales y de nutrición (Pinto-D. J.C.,1982).
El compromiso cardíaco es la manifestación más frecuente de la
enfermedad crónica, se expresa varios años despues de adquirida la
infección, con evolución lenta e irreversible.
Clinicamente la cardiopatía chagásica, puede presentarse con
síntomas de trastornos del ritmo cardiaco y/o de insuficiencia
miocárdica. Por imágenes radiológicas se observa que el tamaño del
corazón aumenta hasta la cardiomegalia, por dilatación e
hipertrofia, principalmente de las cavidades izquierdas.
Las anormalidades electrocardiográficas más frecuentes
corresponden a trastornos en la conducción del impulso electrico y
en el ritmo cardíaco (Rosembaum M.B.,1964).
El Chagas crónico presenta características peculiares y la
parasitemia es subpatente, los tripomastigotes sanguíneos, cuando
los hay, sólo se detectan por métodos parasitológicos indirectos
como el xenodiagnóstico y hemocultivo (Brener Z.,1994)
La fase crónica se caracteriza por una continua producción de
lesiones tisulares, las cuales son independientes de la presencia del
parásito. Durante la enfermedad crónica el daño tisular se atribuye
a mecanismos de tipo inmunológico (Gazinelli G. y Brener Z.,199 1).
Estudios llevados a cabo en autopsias de pacientes chagásicos,
revelan que el número de parásitos encontrados en tejidos, suele
ser muy bajo y ésto lleva a suponer que son más los factores que
participan en la patogénesis de la enfermedad de Chagas que la sóla
presencia del parásito.
Actualmente se conoce que la respuesta inmune humoral y celular
del hospedador inducen a una ruptura de la autotolerancia, debido
a factores muy complejos en la interacción parasitaria (Brener Z.,
1994).
T
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Se han mencionado algunos factores que perturban la
autotolerancia en el hospedador, tales como secuencias de péptidos
compartidas por autoantígenos, y la posible inserción de ADN del
parásito en el ADN de la célula.
Tambien se ha considerado la existencia del ntmetismo molecular
entre antígenos de 7’. eruzi y tejidos del hospedador, lo que
explicaría el daño tisular autoinmune en la enfermedad de Chagas
(Avila J.,1992; Mesri E.A., et al.,1990; Levitus G., et al., 1991>.
En la actualidad y segun resultados de muchos estudios, se cree que
la patología del Chagas crónico es producida por reacciónes
autoinmunes, dirigidas en contra de células musculares y nerviosas
principalmente como tambien en menor grado por directa
destrucción celular por parte del parásito.
1. 8. I14MUNOLOGIA EN LA INFECCION CHAGASICA
Las múltiples investigaciones llevadas a cabo para dilucidar los
mecanismos de la interacción hospedador-parásito, tanto en
modelos experimentales de infección con 7’. cruzi, como en
individuos con enfermedad de chagas, han evidenciado una sede de
conocimientos relacionados con la respuesta inmune del hospedador
mamífero.
Existe una extensa y completa revisión de la inmunología en las
infecciones con Trypanosoma cruzi , entre ellos Scoot M.T., y Snary
D.,982, y Teixeira A.R.,1987, las cuales permiten mayor claridad
conceptual de numerosos mecanismos involucrados.
Son muchos los factores que parecen ser importantes en la
regulación de la infección con 7’. eruzl, tales como la activación de
macrófagos, anticuerpos y complemento, citotoxicidad mediada por
células y dependiente de anticuerpos, y citotoxicidad de células T,
entre otros. Estos mecanismos dependen de la composición genética
del hospedador.
Se postula que ni los receptores C3b ni Fc en macrófagos, están
involucrados en la fagocitosis de 7’. eruzi, pero aparentemente las
moléculas pronasa sensitivas del macrófago, junto con
glicoproteinas de superficie del parásito son las implicadas.
Cuando el macrófago se activa, probablemente por la acción del
interferón gama, el cual a su vez se ha incrementado por la
infección, el fagosoma se une con los lisosomas y el parásito es
destruido por acción lítica y metabolitos de oxigeno.
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Hay evidencias en ratón, que el interferon alfa y beta inducen la
producción de celulas NK, las cuales juegan papel importante, pero
poco conocido.
El parásito por su parte, ha desarrollado mecanismos muy
importantes para la evasión de la respuesta inmune del
hospedador.
Los tripomastigotes sanguíneos deben evadir la acción de los
anticuerpos y la lisis del complemento, como tambien la
citotoxicidad.
Se sugiere que hay varios mecanismos mediante los cuales ésto es
posible:
a. mmunosupresión no específica inducida por sustancias derivadas
del parásito.
b. naturaleza protectiva de la superficie del parásito, moléculas de
acción antifagocíticas, y anti actividad de C3.
c. la hábilidad enzimática del parásito para romper las
inmunoglobulinas liberando únicamente el segmento fab para unir
al antígeno separándolo del Fc que activa el complemento evitando
así, la lisis del parásito.
d. cubrimiento y desalojo de los complejos antígeno-anticuerpo que
se forman en la superficie celular.
e. compartiendo antígeno parásito-hospedador. (Clark 1 A. y Howell
M.J.,1990).
Una de las mayores actividades en inmunoparasitología, es la
identificación de antígenos de parásitos que tengan diferentes
efectos inmunológicos bajo circunstancias de infección, para ser
utilizados posteriormente como antígenos de protección (Gea 5. et al,
1992)
Ratones inmunizados con antígenos acidicos y parcialmente
purificados del citosol de 7’. eruzl, inducen parcialmente respuesta
inmune protectiva. La respuesta humoral en contra del parásito,
depende de la presencia de epitopes antigénicos los cuales unen
isotipos de anticuerpos capaces de mediar la muerte del parásito.
Se sugiere que la patología en la fase crónica de la enfermedad de
Chagas es de naturaleza autoinmune.
Existen dos mecanismos propuestos los cuales podrían producir
autoinmunidad:
1. La infección parasitaria produciría una alteración de la
inmunoregulación, lo cual conduciría a una pérdida de tolerancia
hacia antígenos propios.
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2. Reconocimiento inmune de algunos antígenos de Trypanosoma
erial, los cuales darían reacción cruzada con ciertos antigenos del
mamífero hospedador, lo que produciría autoinmunidad por
mimetismo molecular (Avila J.L.,1992).
Infecciones con T. eruzl inducen la división de macrófagos
peritoneales en ratones Balb/c. Se ha demostrado por análisis
citogenético que fragmentos de ADN de minicirculos del
kinetoplasto del parásito, se insertan dentro del ADN de la célula de
macrófagos y de fibroblastos (Teixeira AR. et al, 1994).
Se han encontrado antígenos del parásito en órganos y tejidos de
ratones durante la infección con 7’. cruzi. Los amastigotes pueden
ser observados en los tejidos durante la fase aguda y en fase
crónica con progresiva disminución conforme pasa el tiempo.
Sin embargo los antígenos del parásito son detectados en infiltrados
inflamatorios durante la fase crónica de la infección, quizás como
una consecuencia de la lisis de células infectadas (Younes A. et al,
1988).
Probablemente el ADN del parásito insertado en el ADN de la célula
actúa como un antígeno que sostiene la reacción autoinmune que
acontece en la patología del Chagas crónico.
Desde hace varios años se viene investigando acerca de la infección
parasitaria con T. erial. La resistencia en contra de la infección
involucra mecanismos de respuesta inmune y/o no inmune.
Fué revelado en su momento, que los genes de la respuesta inmune
en ratón estan unidos al complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC), sistema genético involucrado en la inducción y regulación de
la respuesta humoral y celular en contra de antígenos presentes en
el organismo patógeno (Pizzi T. y Prager R.,1952; TrishmanT.M. y
Bloom B.R.,1982).
En la actualidad se sabe que son muchos más los factores
involucrados modulando la acción del parásito y la respuesta del
hospedador.
Algunos estudios revelan que la ausencia de receptores
determinados geneticamente y requeridos por el parásito para
entrar a la célula y la ausencia de factores de diferenciación del
hospedero requeridos por el parásito para su multiplicación, son
otros factores que evitarían el establecimiento del parásito dentro
del hospedador (Scott M.T. y Snary D.,1985).
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1. 9. PROTECCION Y PERSPECTIVAS
Se han llevado a cabo innumerables estudios en diversos campos de
la investigación, con miras al mayor conocimiento de la interacción
hospedador y parásito en la patogénia de la tripanosomiasis
americana o enfermedad de Chagas.
Todas las investigaciones son con miras de búsqueda a una posible
solución de control en esta patología.
Debido a la estructura clonal de las poblaciones de 7’. eruzl y su
diversidad genética, se hace absolutamente necesario un
conocimiento muy amplio de factores biológicos y médicos para el
control y protección contra esta parasitosis.
De gran importancia en los estudios con 7’. erial son los conceptos
de diversidad genética distinguiendolo de variación genética.
La diversidad antigénica implica diferencias en la expresión de los
antígenos a diferencia de la variación antigénica donde lo que
acontece es una expresión de versiones alternantes de un mismo
antigeno, que es lo que ocurre en tripanosomas africanos.
Teniendo claridad en ésto, se hace particularmente relevante el
entendimiento de las bases moleculares estrechamente relacionadas
con los cambios en las propiedades patofisiológicas y el análisis
epidemiológico de la infección, lo cual conduce al hallazgo de una
posible vacuna (Myler Pj.,1993).
Retos antigénicos administrados con intervalos estrechos de tiempo,
pueden abolir la imnunosupresión presente en ratones infectados
experimentalmente con T. erial de manera específica.
Durante la infección se encuentran subgrupos de macrófagos
supresores y subgrupos de macrófagos ayudadores y beneficiosos
(Cerrone M.C. y Kuhn R.,199 1).
Estos retos se hacen con la posibilidad de crear una competición
entre la producción de estas dos poblaciones celulares y del número
relativo de los dos tipos se dará una modulación que en última
instancia permita resolver la infección por parte del hospedador.
Los resultados de las investigaciones de González 1. et al,1991,
revelan que los sueros de ratones inmunizados con antígeno 90 Kda,
muestran actividad tripanolítica complemento dependiente y
tambien imposibilidad de que formas metaciclicas de la cepa
Tulahuen invadan células VERO in vitro.
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Trabajos en el campo de la biología molecular han reportado
identificación y caracterización de diferentes moléculas con
capacidad protectiva en animales de experimentación.
Se ha elaborado un péptido sintético de 19 aminoácidos (5P4), que
muestra actividad de protección cuando se administra a ratones.
Este péptido induce las respuestas humoral y celular, lo que indica
que efectivamente asemeja la conformación del antígeno del
parásito 7’. cruzi pudiendo desencadenar protección inmune en
ratones en contra de la infección (Bua J. et al.,1991).
Es necesario continuar en las pruebas, utilizando otros modelos
experimentales con miras a determinar silos antígenos sintéticos y
éste en particular asemejan antígenos de todos los clones naturales
conocidos.
Otros estudios revelan que péptidos con secuencia Arg-Gly-Asp-Ser
son reconocidos por los tripomastigotes de 7’. eruzl, siendo una
posibilidad para ser explorada con miras a estudios
inmunoprofilácticos (Ouaissi M.A. et al., 1986; Peyrol 5. et al,
1987).
Posteriores estudios de inmunización de ratones, muestran que
pequeñas concentraciones de antígenos del parásito purificados, e
incorporados en un sistema propio de antígeno de rescate, confiere
protección de 100% a los ratones, evitándo su muerte cuando fueron
inoculados con dosis letales de tripomastigotes (Araujo F.C. y Morein
B.,1991).
Resultados de estudios, con ratones inmunizados con la
glicoproteina de 56 kilodalton de 7’. cruzl, muestran evidencias
significativas de protección como un antígeno candidato de primera
línea, para una vacuna multisubunitaria en contra del parásito
(Harth G. et al., 1994).
Existen numerosas discusiones a cerca de cómo abordar el
problema, se mencionan dos alternativas aprovechables para una
posible vacuna:
Una, sería la vacuna antiparásito, principalmente para controlar la
parasitemia en fase aguda y otra, sería la vacuna antienfermedad
con el fin de controlar el desarrollo de la patología crónica.
La expectativa es que controlando la parasitemia se podría ayudar a
disminuir la incidencia y/o la severidad de la patología crónica en la
enfermedad de Chagas (Moncayo A.,1994).
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En la actualidad la infección humana con T. erial se combate con
medicamentos, tales como el Nifurtimox (Lampit), y el Benznidazol,
los cuales son de primera elección en el Chagas agudo.
El modo de acción consiste en la reducción metabólica de grupos
nitro. lo que permite la producción de radicales nitroaniónicos y una
directa interferencia en la síntesis de macromoléculas y
componentes celulares como el ADN, lípidos y proteínas.
La Actinomicina D, la Anfotericina B, y las Aminoquinolonas, el
Allopurinol y compuestos Imidazólicos y Ketoconazol son otros
medicamentos tambien utilizados (Castro de S.,1993).
Sin embargo todas estas sustancias implican para el paciente, un
problema de toxicidad y de importantes reacciones secundarias.
Ningún medicamento ha sido señalado como totalmente efectivo
frente a la enfermedad de Chagas.
Regularmente se llevan a cabo pruebas en el laboratorio, buscando
medicamentos y dosis adecuadas, para encontrar la mejor elección
en el tratamiento.
Las formas metaciclicas de 7’. eruzl, cepa Y, tratadas con
Actinomicina D/50 .tg ¡ml a una población de io7 parásitos/ml,
muestran que continúan viables pero pierden propiedades para
entrar a las células VERO y no se replican dentro de los macrófagos
normales, ni inducen lesiones histológicas (Da-Cruz MQ ,et al,
1991).
La enfermedad de Chagas es un problema de salud pública en
muchos países de América, constituyendose en una de las
patolologías de declaración obligatoria recomendado por la
Organización Mundial de la Salud.
Muchos esfuerzos se llevan a cabo en la actualidad para su control,
se hacen numerosas campañas a nivel de las comunidades
afectadas, dando educación acerca de como erradicar los vectores
del domicilio en las zonas endémicas.
Tambien a nivel de bancos de sangre se lleva un riguroso control de
análisis para evitar la transmisión transfusional.
Diferentes grupos de trabajo tanto en países endémicos como en los
que no lo son, continúan en las investigaciones para abonar al
conocimiento de esta parasitosis.
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2.1 GENERALES
131 presente trabajo propone el estudio del comportamiento de doce
clones de Trypanosoma erial en condiciones in vitro, mediante el
seguimiento de los parásitos en cultivos axénico e infección celular
y un seguimiento in vivo mediante la infección experimental en
modelo murino.
Se pretende hacer un estudio representativo tomando en
consideración muestras de clones con perfiles isoenzimáticos o
zimodemas similares y diferentes, aislados de varios tipos de
hospedadores y vectores, para dilucidar como incide la estructura
clonal de las poblaciones de 7’. erial y correlacionar propiedades
médico-biológicas, con el fin de contribuir a clarificar un poco más
la patogenicidad de la enfermedad de Chagas.
Los clones del parásito 7’. erial, pertenecen a su vez a tres grupos de
clasificación llamados clones Mayores o genotipos dominantes 19,
20 y 39, los cuales se eligieron para el estudio, porque son los que
se encuentran más frecuentemente como clones naturales, en la
extensa zona geográfica de Sur América.
Los clones que pertenecen al mismo clon Mayor, tienen perfiles
isoenzimáticos iguales. A su vez los clones Mayores entre sí, tienen
características isoenzimáticas diferentes.
Se pretende con este trabajo, conocer similitudes y diferencias entre
los clones y mirar posibles correlaciones entre sus características.
Debido a la variabilidad genética del parásito y su heterogeneidad,
es necesario estudiar de manera individual los clones en sus
propiedades biológicas y médicas.
Analizar los resultados obtenidos, distinguiendo sus características
como clones particulares y relacionarlos entre sí de acuerdo a su
comportamiento.
Dilucidar si las similitudes isoenzimáticas o sus diferencias definen
su comportamiento.
Exciarecer si existe alguna relación de sus comportamientos como
clones, con respecto al área geográfica, vector y hospedador de los
cuales fueron aislados.
31
2.2 PARTICULARES
Con el fin de obtener conocimientos del comportamiento de los
clones, se propone un estudio detallado, mediante metodologías
especificas.
Los parámetros a desarrollar son:
2.2.1 Estudio del comportamiento de cada uno de los clones en tres
medios de cultivo específicos (LIT-GRACE-TAUP).
Analizando su multiplicación y transformación (Metaciclogénesis).
2.2.2 Análisis de la evolución de la infección in vitro, de cada uno
de los doce clones, en dos líneas celulares (VERO, Macrófagos).
2.2.3 Estudio de los metabolitos del parásito en cultivo axénico,
considerándose la fase de crecimiento, por medio de la técnica de
Resonancia Magnética Nuclear de protones (RMN H1).
2.2.4 Evaluación de la infección in vivo, mediante un modelo
experimental murino, en el cual se establece la infección y
enfermedad, de manera semejante a lo que acontece en el
hospedador humano.
2.2.4.1 Seguimiento de la parasitenta en los ratones infectados, en
la fase aguda de la infección.
2.2.4.2 Observación macroscópica de los órganos considerados
relevantes en el estudio de la enfermedad.
2.2.4.3 Estudio histopatológico de los tejidos de cada ratón, en
diferentes momentos de la infección-enfermedad.
La mayor información que se pueda obtener acerca del
comportamiento de estos clones de T. eruzi, puede contribuir al
entendimiento de su relacion con el hospedador en la infección y
enfermedad humana.
MATERIALES Y METODOS
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3.1 MATERIALES
3.1.1. EL PARASITO Trypanosama cruzl
En este estudio se utilizan 12 clones naturales del parásito T. eruzi
los cuales han sido caracterizados previamente por estudio de
isoenzimas (Tibayrenc M., 1988).
Los 12 clones pertenecen a su vez a 3 grupos de zimodemas o
variantes isoenzimáticas denominadas clones mayores 19, 20 y 39
aislados de diferentes áreas geográficas (Tibayrenc M., y Breniere 5.
F.,1988 ; Veas F., et al.,1990; Tibayrenc M., y Ayala F. J. 1991).
A continuacion se relaciona cada clon, indicando el respectivo clon
Mayor al que pertenece, localización geográfica de su aislamiento y
hospedador del que fué aislado inicialmente:
Clones de estudio
T. cruzi
Clon Mayor
(Zymodema)
Aislamiento
País Hospedador
Venezuela
Chile
Bolivia
Brasil
Humano
T. spinolai
Humano
D. agudi
Pl’
ESQUILO
CUICA
20
20
20
S03
NR
BUG2148
BUG2149
MN
39
39
39
39
39
Bolivia
Brasil
Brasil
Bolivia
Chile
Brasil
Brasil
Chile
Humano
5. aestuans
O. cuica ph.
T. infestans
Humano
T. infestans
T. infestans
Humano
3.1.2. MODELO EXPERIMENTAL MURINO
Se han utilizado ratones machos de la cepa Swiss ICO NMRI (IOPS),
de 30 días de edad y mantenidos en condiciones estables de
temperatura (2 FC) y húmedad (55±10%),renovación de aire y
fotoperiodo de 12 horas. Animailario de servicio, de la facultad de
Medicina de la Universidad Autónoma de Madrid.
OPS21
SP1O4
13379
CUTIA
19
19
19
19
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3.1.3 CELULAS VERO Y MACROFAGOS
Línea VERO: Establecida en 1962 a partir de células de riñon de
mono verde africano (Cereophitecos aetiops). Las células VERO
utilizadas en este estudio fueron cedidas al laboratorio de
Parasitología y Medicina Tropical de la Facultad de Medicina de la
UAM, por el Dr. E. Tabares de La Unidad de Virología, de la misma
Facultad, en el año 1994.
Línea J774: Aisladas de sarcoma de células reticulares de ratón
Balb/c, en 1968, con propiedades morfológicas, de adherencia y
fagocitosis como los macrófagos (Ralph P., et al.1975).
Los macrófagos J774 fueron traídos del laboratorio de Parasitología
del Instituto Nacional de Salud, Bogotá-Colombia y cedidos al
laboratorio de Parasitología y Medicina Tropical-Madrid en 1994.
3.1.4. MEDIOS DE CULTIVO UTILIZADOS
3.1.4.1. Para cultivo axénico de los clones T. cruzi
LIT (Liver Infusion Tryptose)
NaCí
KCl
Na2HPO4
Glucosa
SFBI +
Hemina*
Infusión de hígado
Triptosa
Penicilina
Estreptomicina
Agua destilada completar a
4.Og
0.4g
8.Og
2.Og
100 ml
25 mg
Sg
Sg
l4mg
25 mg
1000 mi
Ajustar pH 7.3
+ Suero Fetal Bovino Inactivado
* 25 mg de Hemina se disuelven en 1 ml de NaOH(1N)
El medio de cultivo LIT para Tripanosomas fué diseñado
inicialmente por Camargo E. P.,1964 y modificado posteriormente
por varios autores.
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GRACE (Grace’s Insect Medium)
Grace’s Insect Medium * en 900 ml de H20 destilada
SEBI 100 ml
Solución de antibiótico y antiniicótico 2 ml
Ajustar pH 5.8
* Suplementado con L-Glutamina y con 0.7 g/L de Glucosa (SIGMA)
Este medio GRACE es el modificado por Osuna A., et aL,1979.
TAU (Triatomine Artificial Urine)
NaCí 5.51 g
KCI 0.63 g
CaCI 0.11 g
MgCl2 0.20 g
TAUP
En tainpon fosfato pH 6.0
NaH2PO4 0.96 g
Na2HPO4 1.13 g
Completar con 1120 destilada 500 ml
L-Prolina 0.57 g
L-Na Glutamato 4.22 g
L-Aspártico 0.13 g
D-Glucosa 0.90 g
SF131 25 ml
Estreptomicina 12.5 mg
Penicilina 7.0 mg
Los componentes del TAU son integrantes del TAUP.
Han sido reportados varios factores que actúan en el proceso de
transformación, tales como el tamaño de la población de la siembra,
los componentes del medio de cultivo y la reducción de la tensión
de oxígeno entre otros. (Contreras V.T., et al 1985).
El medio TAU, es especialmente usado para cultivo de T. erial
induciendo transformación, porque no ocurre replicación
concomitante.
En el medio TAUP suplementado con L-Prolina, la cepa Perú de
Trypanosoma cruzl, transforma epimastigotes a formas
metacíclicas en 48 horas. (Homsy J. J.,et. al., 1989).
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3.1.4.2. Medio de cultivo para lineas celulares
(VERO y Macrófagos)
DMEM (Dulbeco Modificado EAGLE’S MEDIUM)
DMF*
SFBI
Bicarbonato sódico
HEPES
Penicilina
Estreptomicina
Gentamicina
HZO destilada completar a
Ajustar pH 7.2
9.9 g
SOml
2.Og
6 ml
14 mg
25 mg
125ul
1 lt
* Suplementado con L- Glutamina y 1.0 g/L de Glucosa (SIGMA)
SOLUCIONES Y COLORANTES
Suero Fisiológico:
Cloruro Sódico
Agua estéril
0.9g
100 ml
Solucion Salina Tamponada PBS:
NaCí
KHPO4
KH2PO4
H20 destilada
GIEMSA
8.Og
1.2 g
O.3g
pH 7.3
Solución de Azur- Eosina- Methylen Blue
Solución Stock
Agua tamponada pH 7.2
1000 mi
(MERCK)
lOml
90m1
HEMATOXILINA - EOSINA
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Los medios de cultivo fueron filtrados con membranas de 0.22
micras y guardados a 40C.
Todos los materiales de laboratorio utilizados para cultivos, fueron
esterilizados mediante calor húmedo 1200C/30 minutos, o mediante
calor seco 180 0C.
3.2. METODOLOGIA
3.2.1. CLONES DE T. erial EN MEDIOS DE CULTIVO
LIT-GRACE-TAUP- MANTENIMIENTO
Los clones T. erial del presente estudio, provienen del laboratorio
de Genética de Parásitos, ORSTOM, Montpellier-Francia.
Una vez se recibió la muestra de los viales con cada clon, se
procedió a sembrar cada uno por separado, en cajas de cultivo
conlO ml de los tres diferentes medios.
Los parásitos inician su multiplicación con aumento exponencial de
la población, considerándose ésta la fase de crecimiento, luego
disminuye la tasa de división celular correspondiendo a la fase
estacionaria.
Observando diariamente a través de microscopio invertido, se pudo
dilucidar cúal medio era el más apropiado para la multiplicación de
la población parasitaria.
Cuando la población oscila entre i06 y ío7 comprobado por
recuento con cámara de Neubauer, se procedió a hacer pases
consecutivos correspondiendo a períodos de tiempo delO a 20 días,
dependiendo del cultivo.
Todas los cultivos fueron mantenidas en incubación a temperatura
de 280(3.
3.2.2. SEGUIMIENTO DE LA METACICLOGENESIS
DE LOS CLONES T. cruzí
Existen algunos estudios realizados con el fin de saber cúales son los
factores determinantes e inductores de la transformación en
cultivos de 7’.cruzl de tal manera que haciendo modificaciones del
medio, como el aumento de la concentración de hemina en el LIT
(Arévalo J., et.al 1985), o incubando las formas epimastigotas con
componentes de orina artificial de triatomino, agregando lOmM de
L-prolina o L-Glutamina, se pudo encontrar mayor numero de
formas metaciclicas.
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La transformación es gradual y está precedida por la expresión de
polipéptidos específicos. (Contreras V.T. et al 1985; Homsy J.,et al.
1989).
El medios de cultivo más adecuado para utilizar, dependerá de lo
que se pretende hacer, si se trata de aumentar la población con
multiplicación de las formas epimastigotas generalmente se utiliza
el medio LIT o GRACE, y si lo que se pretende es inducir la
transformación, es necesario conocer el comportamiento de la cepa
o clon del parásito en diferentes medios por períodos de tiempo
consecutivo.
Para el estudio de la transformación de epimastigotes a formas
metacíclicas en los clones, se ha elegido utilizar tres medios
disponibles Lff, GRACE y TAUP.
Se cosechan los parásitos a partir de un cultivo en fase exponencial
con mayoría de formas epimastigotas y se lavan con solución fosfato
tamponada (PBS).
Posteriormente se hace una siembra de io4 como población inicialde cada uno de los clones del parásito, en un volúmen de 10 ml de
cada medio de cultivo, en tres cajas separadas. (Metodología
adaptada de Krassner 5. M., et al 1990).
La concentración de los parásitos fué determinada con un
hemocitómetro.
Durante 35 dias, a intervalos de cinco dias, se compara el
comportamiento de cada uno de los clones en cada medio de cultivo.
De esta manera se puede dilucidar cúal es el medio más apropiado
para cada uno de los clones individualmente, y cúal es el momento
cuando ocurre el mayor porcentaje de transformación.
El seguimiento se lleva a cabo en esterilidad, tomando una gota de
cada medio de cultivo de los clones, la cual se coloca sobre un
portaobjetos, de tal manera que las tres gotas de los cultivos de un
clon, vayan en el mismo portaobjetos, el cual ha sido previamente
marcado con nombre del clon, dia de seguimiento y medio de
cultivo correspondiente a cada muestra.
Las gotas se dejan secar al aire, deben ser pequeñas y
medianamente expandidas. Luego se fijan con metanol, y una vez
secas, se colorean con Giemsa durante 30 minutos y se lavan.
Finalmente las lan-finas se observan al microscopio con objetivol00X
y con éste, se hace recuento de 300 parásitos totales en cada gota y
número de formas metacicicas observadas, con el fin de hallar el
porcentaje de transformación en cada intervalo de tiempo elegido.
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3.2.3. ESTUDIO METABOLICO MEDIANTE RESONANCIA
MAGNETICA NUCLEAR DE PROTONES (RMN Hl)
Preparación de las muestras: Se utilizaron cultivos de 8 días de
evolución en medio GRACE, de modo que la población parasitaria
fuera de io~ parásitos/ml y cuando la diferenciación aún permitía
una cierta homogeneidad entre los clones, siendo en su gran
mayoría formas epimastigotas.
Se tomaron 10 ini de medio de cada muestra, siendo centrifugados a
1500 rpm durante 10 minutos a 40(3, tomándose el sobrenadante y
almacenándose a -200(3 hasta su posterior utilización en los estudios
de espectroscopia de RMN Hl.
Establecimiento de la técnica de espectroscopia de RMN H1
Los espectros se obtienen a 300 MHz en un aparato Bruker AM-
300, operando con la técnica de pulsos y la transformada de
Fourier.
La temperatura de la sonda se mantiene a 270C siendo los
parámetros de adquisición: pulsos de 900 de radio y anchura
espectral de 3287.5 Hz, tiempo de reciclaje total de 8 segundos y
160 acumulaciones.
Los desplazamientos químicos se expresan como partes por millón
(ppm) bajo un campo de tetrametil-xilano.
Los desplazamientos químicos utilizados para identificar los
respectivos metabolitos están en concordancia con los descritos en
la literatura (Gilroy E. V.,1988; Sánchez-M M., et al.,1992 y
Thompson 5. N.,1991).
Se llevaron a cabo una serie de controles con metabolitos puros
adicionándose éstos al medio de cultivo y anotándose sus espectros.
3.2.4. CLONES DE Trypanosoma cruzi PARA
INOCULACION A RATON E INFECCION CELUL4iR
Para obtener una población del parásito adecuada tanto para el
inóculo a ratón como para la infección celular, se cosechan los
7’. eruzí a partir del cultivo y del día con más porcentaje de
transformación metacícica.
Para estos fines, se tiene cada clon en un cultivo en medio óptimo,
previamente conocido por el estudio de metaciclogénesis.
Los parásitos se centrifugan con el fin de eliminar detritus antes de
ser utilizados.
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Es necesario hacer recuento poblacional y de formas metacíclicas
para conocer como es la población del inóculo inicial para ratones de
estabilización y para la infección celular.
3.2.5. MANTENIMIENTO DE LINEAS CELULARES
VERO Y MACROFAGOS (3774)
Las células VERO y macrófagos se mantienen en medio de cultivo
DMEM modificado pH 7.2, suplementado con 10% de SFBI (Dulbecco
and Freeman 1959), a temperatura de 37 0(3 en cajas de cultivo
celular de 25 cm2, con un volúmen de medio de 5 ml en cada una.
Diariamente se observan a través del microscopio invertido, para
evaluar el comportamiento de multiplicación celular, haciendo
cambio del medio cada 48 horas.
Semanalmente, cuando la monocapa esta saturada, se realizan los
pases.
Para hacer la réplica o pase, se elimina el medio y se agrega 5 ml de
medio nuevo, luego se raspa suavemente la monocapa con una
varilla fina de vidrio doblada, manteniendo la misma dirección de
movimiento y cuidando de no hacer daño a las células, las cuales
deben permanecer embebidas con el liquido del medio.
No se utiliza tripsina para despegar la monocapa porque se ha
encontrado que ésta puede afectar la superficie del parásito, cuando
son utilizadas para las infecciones (Ulisses T.,1983).
Una vez se sueltan las células VERO y macrófagos, suspendidas en el
medio, se toman los Sml con una pipeta y se distribuyen en dos
cajas de cultivo las cuales deben tener 2.Sxnl de medio Dulbecco
nuevo.
Se llevan a incubación y se dejan quietas esperando que las células
se peguen nuevamente. Este procedimiento se hace de manera
indefinida mientras se necesita población celular.
3.2.6. INFECCION DE VERO Y MACROFAGOS
CON LOS CLONES DE 2’. cruzi
Trypanosoma cnhzl es virtualmente capaz de infectar cualquier tipo
de cultivo celular y luego escaparse de la vacuola al citoplasma
(Hall B.F.,1993).
La infección in vitro con cada uno de los clones del estudio, se ha
llevado a cabo en lineas celulares establecidas VERO y macrófagos.
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Se toman cajas de cultivo corning de 25 cm2, herméticamente
cerradas y a las que previamente se les ha colocado ocho laminillas
redondas de 12 mm, sobre las cuales se adhieren las células en el
momento de la réplica.
A las células del pase para realizar la infección, se les hace recuento
de siembra, evitando que su número sature el área de adhesión,
procurando que queden aproximadamente diez mil células por
laminilla.
Pasadas 24 horas, se procede a agregar cerca cte cien mil parásitos,
provenientes de un cultivo con porcentaje de formas metacíclicas
conocido, el cual varía, dependiendo del clon y su respectiva
metaciclogénesis.
Para una buena infección se pretende que haya de 5 a 10 parásitos
por célula, recordando que el cultivo está mezclado con formas
epimastigotas y tripomastigotas metacíclicas y que sólo éstas se
establecen y sobreviven dentro de la célula.
Cumplidas las 24 horas postinfección, se procede a cambiar el
medio, lo que permite eliminar las formas no interiorizadas del
parásito. Se espera la evolución de la infección, observando
diariamente al microscopio invertido y haciendo cambio de medio
cada dos dias.
Pasados los primeros cinco días postinfección, se retiran cuatro
laminillas, con la ayuda de una pinza muy fina, se lava cada una con
suero fisiológico, y se dejan secar al aire sobre toalla de papel, se
fijan con metanol y una vez secas, se colorean con Giemsa.
Luego que las laminillas se han secado completamente, se colocan
sobre láminas con entellan, como preparación permanente.
Las láminas o cubreobjetos deben estar previamente marcados con
el nombre del clon, linea celular y día post infección.
Se continúa la observación de los cultivos infectados y al día diez se
procede a retirar las otras laminillas, repitiendo el esquema
anterior.
Fueron elegidos los días cinco y diez para el análisis del indice de
infección, porque son los más significativos, en el caso concreto de
estos clones, ya que revelan claramente el mejor momento para la
visualización y hallazgo lo que permite el recuento de las formas
amastigotas y tripomastigotas intracelulares respectivamente.
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El posterior análisis cuantitativo de la infección en los días elegidos,
en cada línea celular y de cada clon de T. cruzi, se lleva a cabo
mediante el recuento en la laminilla de 200 células tomadas al azar.
Se anota el número de células infectadas, y cuales son las formas
del parásito que están presentes y el número de ellas dentro de
cada célula.
Luego se calcula el índice de infección para cada uno de los clones.
(Metodología adaptada de Contreras VS et al. 1988).
3.2.7. ESTALBILIZACION DE LOS CLONES EN RATON
Para la adaptación inicial de los parásitos en el hospedador
vertebrado, se toma población de cultivo axénico de los parásitos
que se encuentran en cualquiera de los tres medios de cultivo
utilizados para T. cruzi (1FF, GRACE o TAU!>), dependiendo del clon
y del mayor porcentaje de metacíclicas, se procede a elaborar el
inóculo correspondiente.
Se toman 15 ml del cultivo, se centrifuga a 3000 rpm y de
inmediato se descarta el sobrenadante, luego los parásitos se
mezclan con solución salina tamponada al volúmen que permita la
concentración del parásito elegida.
Se procede a inocular intraperitoneal, 4 ratones machos de 30 dias
de edad.
La dosis de inóculo elegida para estabilización en ratón a partir de
cultivo axénico fué de i06 parásitos /ml El inóculo es una mezclade formas epimastigotas y metacíclicas, siendo las metacíclicas las
que infectan al raton ya que las epimastigotas son lisadas por el
complemento (Sánchez G., et al., 1990).
A los 7 días se hace la primera toma de una gota de sangre,
mediante una pequeña incisión del extremo de la cola, se coloca
sobre un portobjetos extendiendo ligeramente de manera circular,
se deja secar y se colorea con Giemsa.
Simultáneamente se hace observación de otra gota en fresco
colocandola entre lámina y laminilla, con objetivo de 40X y
recorriendo toda la preparación.
Si la parasitemia en los ratones es negativa en ambas observaciones
fresco y gota gruesa, se procede a inocularlos con Ciclofosfanfida de
manera intraperitoneal, 0.2 ml que corresponde a 1 mg. de
compuesto activo y se dejan en espera continuando su observación.
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Algunos estudios indican que la infección con T. eruzl está
acompañada de inmunosupresión, mediada en parte por macrófagos
supresores (Turk J.L., et al, 1972; Brener Z.,1994).
Con el suministro de la Ciclofosfamida se pretende intervenir
temporalmente en la red de respuesta inmune, de tal manera que
se facilite la infección, ya que la ciclofosfamida y otros agentes
químicos interfieren con la red de respuesta inmune y
regularmente incrementan la parasitemia.
Para el seguimiento de la adaptación y estabilización del parásito en
los ratones se toma muestra de sangre cada cinco días, con el mismo
esquema descrito anteriormente.
Una vez se encuentra parasitemia en los ratones, se controlan cada
dos días haciendo recuento y cuando se observan más de 20
parásitos/lOO campos microscópicos, se procede a hacer pases a
otros 4 ratones con el fin de aumentar la población y estabilizarla,
buscando la adaptación del parásito en su hospedador mamífero.
Se suspenden los inóculos de ciclofosfamida.
Se hacen cerca de 6 a 8 pases para la adaptación y estabilización en
raton, de cada uno de los clones del presente trabajo, antes del
inicio del estudio de infección experimental en los dos lotes de
ratones que se utilizan para el seguimiento de la evolución de la
parasitemia y el estudio de la histopatología respectivamente.
3.2.8. INFECCION EXPERIMENTAL EN MODELO MURINO
El desarrollo de un modelo murino que simula las manifestaciones
de la enfermedad humana, facilita el estudio de los mecanismos de
la patología de la infeccion chagasica, haciendo posible el análisis de
diferentes aspectos como la respuesta inmune y los daños tisulares.
(Moncayo A. 1994).
En este estudio se lleva a cabo un seguimiento en fase aguda de la
infección-enfermedad, teniendo en cuenta la elaboración de curvas
de parasitemia, análisis de los órganos elegidos y estudio
histopatológico.
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3.2.8.1. ESTUDIO DE LA EVOLUCION DE LA PARASITEMIA
Una vez que se han estabilizado los parásitos en ratón, por medio
de pases consecutivos, considerándose la estabilización de T. eruzi
como una adaptación a la presión selectiva inmune por parte del
hospedador murino, se procede a inocular los ratones con sangre
que contiene tripomastigotes.
Para llevar a cabo el estudio de la parasitemia, para cada uno de los
clones, se toman lotes de 12 ratones machos, de 30 dias de edad
correspondiendo a un peso aproximado de 24 g.
Se inoculan con una dosis elegida de ío5 tripomastigotes
sanguíneos/por ratón.
El volúmen del inóculo fué de 0.3 ml por vía intraperitoneal.
El seguimiento se inicia a partir de la primera semana y durante las
siguientes semanas del período de tiempo de la fase aguda,
considerada de cincuenta días.
Las parasitemias se analizan mediante toma de sangre de la cola en
cada raton como se describió anteriormente, muestras de gota
gruesa leídas en 100 campos x 1000.
Se calcula la media y desviación estandar.
Cada uno de los ratones de cada clon fué marcado y su seguimiento
fué individualizado a lo largo del estudio.
Se hizo promedio de los resultados de las parasitemias de los doce
ratones de cada clon, con sus respectivas desviaciones estandar en
cada intervalo semanal.
3.2.8.2. ESTUDIO ANATOMOPATOLOGICO
Se inoculan lotes de 24 ratones para cada uno de los clones, con
ío5 tripomastigotes sanguineos/raton, provenientes de ratones
donde el parásito se ha estabilizado.
El seguimiento se llevó a cabo a partir del día 7 post inoculación y
durante los siguientes días de la fase aguda, se eligieron ocho
intervalos de estudio, en períodos de siete días entre ellos.
44
Seguimiento Macroscópico y estudio histopatológico:
Se toman lotes de tres ratones en períodos de tiempo consecutivos
cada 7 días, a partir del día 7 al 53 tiempo que cubre la fase aguda
de la enfermedad en ratón.
A estos ratones se les mide la parasitemia por gota gruesa y se
procede a sacrificarlos en cámara cerrada con eter, previamente
pesados en una balanza.
A cada uno se le extrae los órganos elegidos, corazón, hígado, bazo,
intestino (colon descendente), músculo esquelético, vejiga urinaria,
riñon, pulmón, médula y cerebro (Andrade 5. G.,1974).
Luego se pesan los corazones, se miden los bazos y se observa
cuidadosamente cada órgano con el fin de detectar alguna anomalia
macroscópica. (Morales M. (3., et al, 1987).
Se tiene una jaula con ratones de control no infectados, durante los
53 días para tener las mismas condiciones de los ratones de
experimento con su respectiva edad y comparar los órganos en cada
intervalo de sacrificio.
Los órganos se llevan a frascos marcados que contienen formol
salino tamponado al 10%, cubriendolos totalmente.
Se anotan los datos de pesos y medidas y se calcula el índice
cardiaco de cada ratón mediante la fórmula siguiente:
1(3= P(3/ PR x100 (1(3: Indice cardiaco. PC: Peso del corazón. PR: Peso
del ratón). Considerandose un 1(3 normal menor e igual a uno.
Se comparan los pesos y medidas en cada intervalo, con los
correspondientes al raton normal de la misma edad.
Transcurrida una semana de los órganos embebidos en formol
salino tamponado al 10%, se llevan a tallar colocándolos en la misma
disposición dentro de las rejillas.
Se incluyen en parafina separadamente y en doble bloque, haciendo
los cortes con espesor de 6-8 micras, colocando en cada portaobjetos
las muestras por duplicado.
Se colorean con la técnica hematoxilina-eosina (H/F) y se procede a
su observación microscópica con objetivo de 4x recorriendo toda la
preparación, analizando cuidadosamente los tejidos en busca de
posibles pseudoquistes y reconociendo la inflamación.
:1
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Se observan un total de 60 cortes por intervalo, lo que equivale a
480 cortes por cada clon, en los once clones estudiados por
histopatología.
Luego se analiza el estado del tejido distinguiendo el compromiso
inflamatorio por cruces, correspondiendo: (+) a 25% o menos de la
superficie tisular afectada, (++) 25%- 50% y (+++) al 50% o más de
superficie tisular afectada
Se cuantifica igualmente el hallazgo de pseudoquistes del parásito
en el tejido observado, de la misma manera que para la inflamación,
poniendo el resultado entre paréntesis a la derecha de la valoración
por cruces.
RESULTADOS
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4.1. CULTIVO AXENICO DE Trypanosoma cruzi
El mantenimiento de los doce clones de estudio en condiciones de
cultivo en laboratorio, muestra que el parásito se comporta de
manera diferente dependiendo del medio.
De los tres medios de cultivo utilizados (LIT-GRACE-TAUP), los
medios LIT y GRACE permitieron una mayor replicación de los
epimastigotes, con un crecimiento poblacional entre ío6 - ío7
parásitos/ml.
Se observa que en el medio LIT las formas del parásito son más
diversas, se encuentran epimastigotas cortas, epimastigotas largas y
formas redondeadas “como aniastigotas”. Además los parásitos
tienden a mantenersen agregados a manera de rosetas. (Fig 33).
En el medio GRACE, los parásitos se mantienen sueltos y con
morfología de epimastigote largo. Los clones 13379, CUICA, S03, NR
y MN son los que mejor crecen en GRACE, los demás se desarrollan
mejor en LIT.
El crecimiento de los cultivos de los clones es exponencial, con inicio
de fase estacionaria aproximadamente al día 15, en condiciones de
temperatura de 280(3.
Algunos clones tardan un poco más en su multiplicación, como es el
caso de los clones 0P52 1 y 13379 pertenecientes al clon Mayor 19 y
el clon CUICA del clon Mayor 20.
Los clones que mejor se comportaron en cultivo y cuya población
fué más abundante fueron, ESQUILO y Pl 1 del clon Mayor 20 y
BUG2148, BUG2 149, y MN del clon Mayor 39.
El medio de cultivo TAUP no es adecuado para el crecimiento -
poblacional de estos clones y las máximas tasas obtenidas no
sobrepasaron los i05 parásitos/mi.
4.2. METACICLOGENESIS DE T. cruzi EN CULTIVO
Los resultados comparativos obtenidos de la transformación o
diferenciación metaciclica, utilizando los tres medios de cultivo se
muestran en las Figuras 1 a 12.
Se observó que los clones pertenecientes al clon Mayor 19, fueron
los que presentaron menor porcentaje de metaciclogénesis en
comparación a los clones Mayores 20 y 39.
:1
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A su vez, el clon OPS21 y el c1on13379 transformaron mejor en
medio TAUP, con un porcentaje de tripomastigotes metacíclicos de
29% y 28% respectivamente.
En cuanto al clon SP104 presentó un 37% de diferenciación en
medio LIT al día 25, seguido por el 29% en TAUP pero al día 15,
diez días antes del máxlino logrado en LIT.
El clon CUTIA es el que presentó menor porcentaje de
diferenciación metaciclica y con el que no fué posible llevar a cabo
la infección celular ni la infección en ratón a pesar de múltiples
intentos.
El máximo porcentaje de diferenciación ocurrió para el clon Pl 1 con
un 95% en medio TAUP al día 15, seguido por el clon MN con 91%
en medio LIT al día 25.
Se observa que en los tres medios ocurre la diferenciación.
En el medio LIT, que se supone es para crecimiento
fundamentalmente, ocurrió el mayor porcentaje de transformación
para los clones pertenecientes al clon Mayor 39.
Es de anotar que estos clones de T. en.¡zi se multiplicaron de manera
favorable en los medios LIT y GRACE y menos en TAUP.
Los clones del clon Mayor 20 y los clones MN, BUG2 148 y BUG2 149
del clon Mayor 39, son los que presentaron una tasa de crecimiento
poblacional mayor, cerca de ío7 parásitos/ml.
En las figuras 33, 34 y 35 se visualiza, mediante microfotografías,
el parásito (Clon Pu) en cultivo en los tres medios, tomadas al día
20 en el seguimiento de la metaciclogénesis.
4.3. ESTUDIO METABOUCO MEDIANTE RMN H’
Tanto en la muestra de control como en las muestras del estudio, se
analizaron resonancias correspondientes a metabolitos bien
conocidos por sus desplazamientos químicos en el patrón de RMN de
protones.
Los metabolitos más importantes, tenidos en cuenta fueron:
glicerol( 1), L-malato (2), succinato (3), piruvato (4), acetato (5),
alanina (6), y etanol (7). Figs. 20 a 32 y Tabla XXX1V donde se
consignan los valores máximos a partir de los espectros originales,
para los siete metabolitos estudiados
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Los cuatro clones pertenecientes al clon Mayor 19 presentaron
diferencias no sólo cuantitativas entre los metabolitos excretados
sino también diferencias cualitativas.
Todos ellos excretaron acetato y succinato como metabolitos
mayoritarios y en menor cantidad alanina, sin embargo los clones
0P52 ~ y 13379 producen además y como metabolito también
mayoritario 1-malato, que en el caso de 0P52 1 es el metabolito que
se excreta en mayor cantidad.
También estos dos clones producen trazas de etanol y piruvato que
no producen los otros dos clones del clon Mayor 19.
Los tres clones pertenecientes al clon Mayor 20 produjeron acetato,
succinato y alanina como metabolitos mayoritarios.
Los cinco clones pertenecientes al clon Mayor 39 produjeron como
metabolitos mayoritarios, acetato, succinato y alanina.
De modo minoritario producen trazas de etanol.
Se observaron diferencias cuantitativas y cualitativas en la
producción de metabolitos entre los diferentes clones.
4.4. INFECCION CELULAR EN VERO Y MACROFAGOS
En las tablas 1 a XI se resumen los resultados de la infección celular
en ambas lineas celulares.
Para este estudio cuantitativo de índice de infección, se hizo el
recuento de las células infectadas de las doscientas células tomadas
al azar, contabilizando el número de parásitos intracelulares y
distinguiendo tanto amastigotes como tripomastigotes en cada
célula.
Se reportó el promedio del número de parásitos amastigotes y
tnpomastigotes dentro de las células infectadas.
Además del recuento obtenido en los dos tiempos elegidos, se hizo
observación diaria de las células a través del microscopio y se pudo
visualizar claramente que, en los tiempos intermedios (días 6 a 9>
los amastigotes sufrían las transformaciones a tripomastigotes,
pasando por los estadios intermedios de epimastigotes.
Es de anotar que en general para todos los clones, las células VERO
presentaron mayor porcentaje de infección que los macrófagos y a
su vez mayor número de parásitos intracelulares.
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Esporadicamente se observó formas amastigotas y epimastigotas
liberadas al medio por ruptura celular, principalmente provenientes
de macrófagos.
La infección se llevó a cabo con parásitos a partir de cultivo axénico,
tomados en el momento de su máximo porcentaje de
transformación, las formas no interiorizadas en las primeras 24
horas fueron eliminadas por lavados y cambios del medio.
El desarrollo de la infección con estos clones de T. cruzi y su ciclo
intracelular completo, en las condiciones utilizadas, fué más lento a
diferencia de lo que acontece con cepas.
El ciclo intracelular para los clones tuvo una duración entre 12 y 14
días, momento en el cual, los tripomastigotes se empezaron a liberar
en el medio de cultivo.
El clon 503 fué el que mayor porcentaje de células infectó, 84% en
VERO al día 10, sin embargo el número de tripomastigotes no fué
tan alto (promedio de 73 parásitos/células) como otros clones,
donde el porcentaje de células VERO infectadas fué menor, tal es el
caso del clon BUG2148 con 52%, pero el número de parásitos
tripomastigotes fué significativamente mayor (promedio de 758
parásitos/células).
De igual manera el clon BUG2 149, presentó menor índice de
infección celular pero con alto promedio de parásitos intracelulares.
El clon SP1O4, presentó alto indice de infección en VERO y un poco
menor en macrófagos, pero fué el que menos parásitos
intracelulares presentó, tanto en VERO como en macrófagos.
Como observación interesante cabe anotar, que los tripomastigotes
provenientes de las células infectadas presentaron una morfología
particular y diferente a aquéllos sanguíneos.
Estos - tripomastigotes son pequeños, delgados y se disponen a
manera de “coma” con movimientos muy rápidos y característicos
a todos los clones del estudio (Fig. 39).
En las figuras 40 a 47 se visualiza a través de microfotografías la
infección en células VERO y macrófagos como ejemplo de lo
acontecido para los clones del estudio.
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4.5. ADAPTACION Y ESTABILIZACION DE
CLONES DE T. CRUZI EN RATON
La estabiizacion de los clones se hizo mediante pases en lotes de
cuatro ratones.
Los clones pertenecientes al clon Mayor 19 presentaron mayor
dificultad para su estabilización.
Para los clones 0P521 y 5P104 fué necesario hacer siete pases por
ratón para lograr su adaptación y estabilización.
Se consideró una estabilización adecuada, cuando las parasitemias
permitieron obtener la población de inóculo elegido de cien mil
parásitos por ratón, para los experimentos de evolución de
parasitemia y estudio histopatológico.
El clon 13379 requirió cuatro pases antes del estudio experimental.
El clon CUTíA no fué posible estabilizarlo en ratón a pesar de
múltiples intentos, ya que solamente se pudo lograr que dos ratones
presentaran parasitemias, siendo éstas extremadamente bajas y con
tendencia a negativizarse rapidamente.
En cuanto a los clones ESQUILO, CUICA, y Pl 1 se estabilizaron sin
mayor dificultad y sólo fué necesario hacer tres pases por ratón
para obtener parasitemias adecuadas para la experimentación
controlada.
El clon MN perteneciente al clon Mayor 39 presentó una
estabilización muy rápida, ya que previamente en Chile, y de
manera reciente, había sido mantenida en ratón antes de su envio a
nuestro laboratorio donde estuvo escaso uempo en cultivo axénico,
fué necesario únicamente dos pases por ratón.
Para los clones S03 y NR del clon Mayor 39 se necesitaron cuatro
pases de estabilización.
En cuanto a los clones BUG2148 y BUG2149 presentaron mucha
dificultad en su adaptación en ratón y su estabilización fué lenta.
Se necesitó hacer seis pases para obtener parasitentas adecuadas
de estos clones que permitieran el estudio en modelo experlinental.
Se hicieron pruebas adicionales para los clones BUG2 148 y BUG2 149
tratando de dilucidar si su dificultad para infectar ratón con
tripomastigotes metaciclicos de cultivo, era por atenuación de
infectividad y por tanto se tomaron tripomastigotes provenientes
de VERO y se inocularon 3 ratones.para cada clon, observandose
una adaptación más rápida.
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La morfología de los tripomastigotes sanguíneos correspondientes a
los clones Mayores 19 y 20 fué intermedia, con presencia de
kinetoplasto terminal y el clon Mayor 39 presentó formas gruesas y
grandes con kinetoplasto grande tenninal y núcleo en posición
media.
En los clones de estudio, ninguna forma de trípomastigotes
sanguíneos correspondió a las denominadas delgadas.
4.6. EVOLUCION DE LA PARASITEMIA EN RATON
Los resultados de la evolución de las parasitemias se muestran en
las Figuras 13 a 15, de manera comparativa entre los clones
pertenecientes al mismo clon Mayor.
Los períodos de prepatencia fueron cortos, al día 7 post inoculación
los ratones presentaban parásitos en sangre.
Las máximas parasitemias para los clones 0P521, 13379, y SP1O4,
se encontraron al día 14 post-infección con un promedio de
recuento de 89 parásitos/lOO campos para 0P521 y máxima para
13379 con promedio de 952 parásitos/lOO campos.
En cuanto a los clones ESQUILO, CUICA, y Ph, mostraron máximas
parasiteniias al día 21 para los dos primeros y al día 35 para Pu.
Siendo el clon CUICA el que presentó un promedio máximo de
parasitemia de 439 parásitos/lOO campos.
Para los clones pertenecientes al clon Mayor 39, vemos máximas
parasitemias en BUG2 148, BUG2149 y MN y más bajas para los
clones S03 y NR.
Como resultado interesante se encontró, en cuatro ratones
inoculados con el clon BUG2 149, tripomastigotes en liquido ascítico.
(Fig.38).
El estudio de la evolución de las parasitemias se llevó a cabo a lo
largo del tiempo considerado de fase aguda de la infección, con
recuentos cada dos días los cuales se promediaron semanalmente.
Los doce ratones de cada clon para el seguimiento, se comportaron
de manera muy semejante en la manifestación de sus parasitemias.
Todos los grupos de ratones inoculados con los clones del estudio,
presentaron un estado general satisfactorio y sobrevivieron a la
infección.
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Lo anterior indica que, para los ratones Swiss de 30 días de edad
inoculados con una dosis de i05 trypomastigotes/ratón, estos clones
no producen mortalidad en fase aguda.
En las figuras 36 y 37 se visualiza el parásito en sangre.
4.7. OBSERVACION MACROSCOPICA DE ORGANOS
El peso promedio de los ratones correspondientes a los lotes de
experimentación, osciló entre 24 g. (inicio del experimento, 30 días
de edad) a 38 g. (finalizando el experimento en fase aguda).
Los pesos y medidas de los órganos de los ratones control se
tomaron en cada día del sacrificio de los ratones de
experimentación, con el fin de hacer el análisis macroscópico
comparativo de los órganos de ratones infectados, según la edad
correspondiente.
Como se refleja en la Fig.16, se encontró esplenomegalia en todos los
ratones de los diferentes lotes inoculados con los once clones
estudiados en raton.
Otras anomalías macroscópicas se pudieron detectar, tales como
reblandecimiento en la consistencia de la masa cerebral, para todos
los clones pertenecientes al clon Mayor 20, ESQUILO, CUICA y Pl 1.
De igual manera para los clones NR y 503 pertenecientes al clon
Mayor 39.
En la Fig.17 se reporta el indice cardiaco, cuyo cálculo se estableció
segun la fórmula adecuada y el cual fué normal para todos los
ratones inoculados con los diferentes clones.
4.8. ESTUDIO HISTOPATOLOGICO EN LOS
RATONES INFECTADOS
En las tablas XII a XXII inclusive, se muestran los resultados del
estudio histopatológico realizado en fase aguda de la infección-
enfermedad de cada uno de los clones en todos los órganos elegidos.
Se indica la inflamación y los pseudoquistes, encontrados en la
observación de las preparaciones de los tejidos en los diferentes
días postinfección.
Las parasitentas anotadas en las tablas, corresponden al promedio
de los tres ratones sacrificados en el día indicado.
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En las tablas XXIII a XXXIII se muestra el porcentaje de inflamación
y pseudoquistes en los órganos, indicandose por cruces la
inflamación del área tisular afectada y el número de pseudoquistes
encontrados en cada órgano afectado.
En las observaciones histológicas se encuentra que estos clones del
estudio son fundamentalmente miotrópicos, como una característica
común a todos, con hallazgos de pseudoquistes en músculo
esquelético y en fibras del miocardio.
Como resultado significativo, se encuentra que los clones ESQUILO,
CUICA, y 141 pertenecientes al clon Mayor 20, no presentaron
pseudoquistes en músculo cardíaco.
Como hallazgo interesante, se reporta presencia de pseudoquistes
en hígado y bazo, al día 28 en ratones infectados con el clon S03.
En cuanto a la inflamación, se observa que los órganos que la sufren
son el cerebro, corazón, hígado, colon, músculo esquelético y poco
frecuente en bazo.
En los demás tejidos no se observa ni inflamación ni pseudoquistes.
En las Fig. 18 y 19 se muestra la inflamación y pseudoquistes en
corazón, como órgano fundamental y más frecuentemente afectado
en la enfermedad de Chagas. Se hace el análisis diferencial por
cavidades cardíacas.
En las fig. 48 a 65, se visualizan por microfotograflas los resultados
más relevantes como ejemplo de los hallazgos histopatológicos.
TABLAS Y FIGURAS
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TABLA XXIII. TRYPÁNOSOMI4 CRUZ! (CLON OPS21):
PORCENTAJE DE RATONES CON INFLAMACION Y
PSEUDOQUISTES EN RELACION
INFLAMACION
AL AREA AFECTADA.
PSEUDOQUISTES
++ +++ + ++ ±++
50
40 10 40 60 20
100
10
PULMON
RJÑON
M. ESQUELETICO 20 50
VEJIGA URINARIA
MEDULA OSEA
lEuDO
EFREBRO
cORAZON
¡lIGADO
BAZO
50
+ <25% dcl área tisular afectada; ++ entre 25 y 50% deI área
tisular afectada; +++ >50% dci área tisular afectada.
TABLA XXIV. TRYPÁNOSOMÁ CRUZI (CLON 13379):
PORCENTAJE DE RATONES CON INFLAMACION Y
PSEUDOQUISTES EN RELACION AL AREA AFECTADA.
INFLAMACION PSEUDOQUISTES
+ ++ +++ + ++ .±++
cEREBRO
~ORAZON
¡lIGADO
BAZO
PULMON
RION
COLON
M. ESQUELETICO
VEJIGA URINARIA
MEDULA OSEA
TEJIDO
25
63 12 12
62
6
44 32 31
+ <25% deI área tisular afectada; ++ entre 25 y 50% deI área
tisular afectada; +++ >50% deI área tisular afectada.
TABLA XXV. TRYPANOSOMA CRUZJ (CLON SPLO4):
PORCENTAJE DE RATONES CON INFLAMACION Y
PSEUDOQUISTES EN RELACION
INFLAMACION
AL AREA AFECTADA.
PSEUDOQUISTES
+ ++ ++± + ++ +++
OJRAZON
HIGADO
BAZO
PULMON
RINON
COLON
NL ESQUELETICO
VEJIGA URINARIA
MEDULA OSEA
17 25
75
33
25
9
8
34
lERDO
cEREBRO 33
17 8
+ <25% deI área tisular afectada; ++ entre 25 y 50% deI área
tisular afectada; +++ >50% deI área tisular afectada.
TABLA XXVI. TRYPANOSOMA CRUZ! (CLON ESQUILO):
INFLAMACION Y
PORCENTAJE DE RATONES CON
PSEUDOQUISTES EN RELACION AL
INFLAMACION
AREA AFECTADA.
PSEUDOQUISTES
+ ++ +++ + ++ +++
cEREBRO
CORAZON
¡lIGADO
BAZO
PULMON
RIÑON
COLON
NL ESQUELETICO
VEJIGA URINARIA
MEDULA OSEA
44 19
TEJIDO
31
44
25
+ <25% del área tisular afectada; ++ entre 25 y 50% deI área
tisular afectada; +++ >50% deI área tisular afectada.
TABLA XXVII. TRYPANOSOMA CRUZ! (CLON Pa):
PORCENTAJE DE RATONES CON INFLAMACION Y
PSEUDOQUISTES EN RELACION AL
INFLAMACION
AREA AFECTADA.
PSEUDOQUISTES
+ ++ +++ + ++ +++
cEREBRO
LURAZON
HIGADO
BAZO
PULMON
RINON
COLON
M. ESQUELETICO
VEJIGA URINARIA
MEDULA OSEA
1EJIDO
13
25
6
13 25 13 13
+ <25% deI área tisular afectada; ++ entre 25 y 50% del área
tisular afectada; +++ >50% del área tisular afectada.
TABLA XXVIII. TRYPANOSOMÁ CRUZ! (CLON CUICA):
PORCENTAJE DE RATONES CON INFLAMACION Y
PSEUDOQUISTES EN RELACION AL AREA AFECTADA.
INFLAMACION PSEUDOQUISTES
+ ++ +++ + ++ +++
cEREBRO
cORAZON
¡lIGADO
BAZO
PULMON
RIÑON
GlON
M. ESQUELETICO
VEJIGA URINARIA
MEDULA OSEA
TFJIDO
25
44
19
19 31 19 3,7
+ <25% deI área tisular afectada; ++ entre 25 y 50% deI área
tisular afectada; +++ >50% deI área tisular afectada.
TABLA XXIX. TRYPANOSOMÁ CRUZ! (CLON BUG 2148):
PORCENTAJE DE RATONES CON INFLAMACION Y
PSEUDOQUISTES EN RELACION
INFLAMACION
AL AREA AFECTADA.
PSEUDOQUISTES
+ ++ +++ + +t +++
cEREBRO
OJRAZDN
¡lIGADO
BAZO
PULMON
RINON
~X3IflN
M. ESQUELETICO
VEJIGA URINARIA
MEDULA OSEA
lEJIDO
17
58 33
8
33 25 33 17
+ <25% deI área tisular afectada; ++ entre 25 y 50% deI área
tísular afectada; +++ >50% del área tisular afectada.
TABLA XXX. TRYPANOSOMA CRUZ! (CLON BUG2149):
PORCENTAJE DE RATONES CON INFLAMACION Y
PSEUDOQUISTES EN RELACION AL
INFLAMACION
ÁREA AFECTADA.
PSEUDOQUISTES
+ ++ +++ + ++ +++
cEREBRO
EDRAZON
1-lIGADO
BAZO
PULMON
RIÑON
GXJLON
Mi ESQUELETICO
VEJIGA URINARIA
MEDULA OSEA
TEJIDO
56
75
69
31
25
44 12 19 37
+ <25% deI área tisular afectada; .¡—¡- entre 25 y 50% deI área
tisular afectada; +++ >50% deI área tisular afectada.
TABLA XXXI. TRYPÁNOSOMA CRUZ! (CLON NR):
PORCENTAJE DE RATONES CON INFLAMACION Y
PSEUDOQUISTES EN RELACION
IINFLAMACION
AL ÁREA AFECTADA.
PSEUDOQIJISTES
+ ++ +++ + ++ ++-J-
cEREBRO
O3RAZON
¡lIGADO
BAZO
PULMON
RIÑON
ateN
M. ESQUELETICO
VEJIGA URINARIA
MEDULA OSEA
¶EJIDO
35
57
50
43 14 14
+ <25% deI área tisular afectada; ++ entre 25 y 50% del área
tisular afectada; +++ >50% deI área tisular afectada.
TABLA XXXII. TRYPÁNOSOMA CRUZ! (CLON S03):
PORCENTAJE DE RATONES CON INFLAMACION Y
PSEUDOQUISTES EN RELACION AL AREA AFECTADA.
INFLAMACION PSEUDOQUISTES
+ ++ +++ + ++ +++
cEREBRO
OJRAZON
¡lIGADO
BAZO
PULMON
RINON
COLON
6
6
M. ESQUELETICO
VEJIGA URINARIA
MEDULA OSEA
TEJIDO
19
1262
50
6
19
31 6 31 12
+ <25% deI área tisular afectada; ++ entre 25 y 50% deI área
tisular afectada; +++ >50% del área tisular afectada.
TABLA XXXIII. TRYPANOSOMA CRUZ! (CLON MN):
PORCENTAJE DE RATONES CON INFLAMACION Y
PSEUDOQUISTES EN RELACION AL ÁREA AFECTADA.
INFLAMACION PSEUDOQUISTES
+ ++ +++ + ++ +++
cEREBRO
cIDRAZON
HIGADO
BAZO
PULMON
RINON
COLON
M. ESQUELETICO
VEJIGA URINARIA
MEDULA OSEA
25 75
TEJIDO
83 17
25
50
33
25 42
+ <25% del área tisular afectada; ++ entre 25 y 50% del área
tisular afectada; +++ >50% del área tisular afectada.
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Existen algunas evidencias que apoyan la correlación entre
clasificación bioquímica de cepas de T. cruzi y otras propiedades
biológicas del parásito, tales como la tasa de crecimiento poblacional
en cultivos axénicos (Dvorak J. A. et aL, 1980; Katzin V. J., et al.,
1983), especificidad de unión de anticuerpos monoclonales
(Andrade S.G., et aL, 1983; Flint YE., et al, 1984) y propiedades
patogénicas (Miles M.A., et al., 1981a).
Sin embargo de acuerdo a la teoría clonal (Tibayrenc M. y Ayala F.J.,
1988>, donde se describe que los aislados o cepas están constituidos
por poblaciones de clones naturales, es necesario el estudio de los
clones de Trypan asoma cruzi por separado, para dilucidar sus
propiedades biológicas y médicas, ya que muchas infecciones
chagásicas son causadas por mezclas de diferentes genotipos
clonales del parásito lo que puede influir en el desarrollo,
manifestaciones cinicas y severidad de la enfermedad de Chagas.
Una característica muy importante de T. cruzi es su amplia
heterogeneidad con respecto a sus propiedades biológicas,
bioquímicas y médicas (Dvorak J.A.,1984; Breniere S.F., et a11985;
Tibayrenc M. et al.,1986). Los resultados obtenidos en esta
investigación lo confirman.
En este trabajo se han utilizado diversos criterios para el análisis de
las características de cada uno de los clones de T. cruzi, mediante el
estudio del comportamiento y la capacidad de diferenciación en
cultivo axénico, información sobre el metabolismo en cultivo, la
capacidad de infección en cultivo celular y la evolución de la
infección en un modelo experimental.
5. 1. CULTIVO AXENICO DE Trypanosoma cruzl
5. 1. 1. METACICLOGENESIS
De acuerdo a los resultados del estudio en cultivo axénico de la
transformación de epimastigotes a formas metacíclicas, se demostró
que la metaciclogénesis ocurrió en los tres medios utilizados pero
con diferencias en sus porcentajes.
Son muchos los factores que estimulan o inhiben la
metaciclogénesis, siendo muy importante la cepa o clon del parásito
que se estudie y su comportamiento autónomo (Carne M. y Dvorak
J.A.,1982), el medio de cultivo utilizado y el tiempo transcurrido lo
que implica deficiencia o agotamiento de nutrientes (Camargo
E.P.,1964; Contreras V.T., et aL, 1985b; Gainallo C., et al., 1991)).
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Se podría discutir si los porcentajes altos de transformación
obtenidos en algunos clones como es el caso de Pl 1, pueden ser
consecuencia de su tasa elevada de crecimiento poblacional y un
menor porcentaje de transformación en cultivos con baja tasa de
multiplicación celular, como es el caso de CUTIA.
El número poblacional en este caso no parece ser un parámetro
sólido para relacionar con la ocurrencia de la diferenciación en estos
clones, porque el crecimiento fué similar para todos y el porcentaje
de formas metacíclicas se calculó en un número definido total de
parásitos tomados al azar y para todos los clones el mismo, tuvieran
un abundante o pobre crecimiento poblacional.
Sin embargo la demanda de nutrientes en una población abundante,
implica su consumo más rápido y por lo tanto podría ocurrir una
diferenciación más temprana como fué el caso para el clon Pl 1,
donde su fase exponencial en medio TAUP se alcanzó en los
primeros cinco días.
Estando de acuerdo lo anterior con los resultados de Brener Z., 1973
en los cuales informa que hay escasa transformación durante la fase
de crecimiento exponencial. En el momento que se agotan los
nutrientes disponibles y se acumulan metabolitos, se observa la
aparición de las formas metacíclicas (Camargo E.P.,1964).
Se supone que no sólo el agotamiento de nutrientes por alta
concentración poblacional induce la diferenciación, entonces
probablemente existen otras condiciones que influyen y los
menores porcentaj es alcanzados de metaciclogénesis, están
asociados a diferencias particulares en los requerimientos
metabólicos para cada clon y a otros factores importantes de
selección, como por ejemplo expresiones génicas involucradas en el
metabolismo del AMP.
Recordemos que el medio de cultivo TAUP está compuesto por
factores artificiales de orina del triatomino (TAU), suplementado
con fosfatos y suero fetal bovino.
El medio TAU sin suplementos, copia las condiciones naturales
dentro del insecto vector, donde ocurre usualmente la
transformación en el ciclo biológico de T. cruzi.
En este medio de cultivo TAU la diferenciación no está acompañada
de multiplicación (Krassner S.M. et al., 1990).
Sin embargo en el medio TAUP se observa replicación del parásito
aunque más escasa comparativamente con los medios LIT y GRACE
los cuales son más enriquecidos.
.1 •¡
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En el medio GRACE la diferenciación metacíclica es baja (Burgos
Mi-!., a al., 1989), sin embargo al ser suplementado con Glutaniina
y Glucosa ocurre mayor transformación como aconteció para estos
clones del parásito.
Es de suponer que se dá una presión selectiva in vitro, que dispara
los mecanismos de diferenciación, algunos de estos mecanismos son
ya conocidos y han sido mencionados anteriormente en la
introducción.
Tambien se podría asumir que los factores requeridos para la
supervivencia del parásito, deben ser menos estrictos y específicos
que los necesarios para la transformación (Krassner 5. M. et al.,
1990).
Se esperaria que un porcentaje alto de transformación del parásito,
lo que implica mayor número de formas metacíclicas, conduzca a un
mayor éxito de infectar a su hospedador y a su vez baja
transformación pocas probabilidades de infección.
Sin embargo no siempre ocurre así, ya que en observaciones
descritas por Sánchez G .A., 1992, la cepa Tulahuen de T. cruz¡ con
diferenciación del 10%, presentó los mayores niveles de parasitemia
y mortalidad en ratones.
Se podría pensar que la relación entre el porcentaje de
diferenciación y la infectividad obtenida, no sea necesariamente
una causa-efecto y que otras características del parásito fuesen más
importantes.
Para algunos autores (Tanuri A. et al., 1985), la infectividad de las
poblaciones de T. cruzi parece depender del origen de los clones de
una cepa, más que de sus tasas de diferenciación.
El mayor porcentaje de diferenciación obtenido para los clones 39
superó el 40%, sin embargo su infectividad en ratón para la
estabilización, no fué como se esperaría.
Por ejemplo los clones BUG2 148 y BUG2 149 necesitaron varios
intentos para lograr la primera positivización de ratones a partir del
cultivo axénico, lo que lleva a pensar que aunque se encuentren las
formas metacíclicas, éstas deben carecer de alguna propiedad que
las hace infectivas.
En el caso de los clones MN, 503 y NR infectaron al ratón con
períodos de prepatencia levemente menores.
En estos clones no se encontró relación directa entre diferenciación
e infectividad asociada con la característica de compartir un mismo
perfil isoenzimático.
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Los parásitos mantenidos en cultivo por largos períodos de tiempo,
tienden a la pérdida o atenuación de su virulencia, dependiendo de
la cepa (Pizzi T.,1961; Rice DE. y Zeledon R.,1970; Brener Z.,1973;
Leguizainon M.S., et al,, 1993).
Probablemente la pérdida de infectividad va relacionada con una
paulatina disminución hasta darse ninguna transformación a formas
metacíclicas, como un fenómeno de adaptación selectivo, esto
pérdida de transformación se pudo observar claramente en la cepa
Tulahuen de T. cnrzi, la cual estuvo por largo tiempo en cultivo
axénico (observación personal, no tema de tesis).
El clon CUTIA presentó el menor porcentaje de transformación y su
crecimiento poblacional tambien fué escaso, sería necesario
dilucidar mediante otros estudios cualitativos, cúal podría ser la
razón de su comportamiento. Es probable que este clon esté muy
adaptado a las condiciones de cultivo.
5. 1. 2. RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE PROTONES
La doble capacidad de T. cruzi de utilizar tanto azúcares como
aminoácidos es probablemente de gran valor en su adaptación y
colonización a diferentes hospedadores; indiscutible ventaja si se
tiene en cuenta que estos organismos carecen de un sistema
convencional de almacenamiento de carbohidratos (Vickerman
K.,1994).
Para la identificación de los principales metabolitos que son
excretados al medio de cultivo se ha utilizado la espectroscopia de
RMN H1, técnica que viene siendo aplicada en los últimos años al
estudio del metabolismo de los protozoos parásitos (Thompson 5. N.,
1991).
La producción de acetato como uno de los metabolitos mayoritarios,
puede deberse al hecho de que en algunas de las formas del ciclo de
vida de los géneros de la familia Trypanosomatidae la mitocondria
no parece ser totalmente funcional, lo que llevaría a una
incapacidad para reoxidar dicho metabolito (Opperdoes F. R.,1987 y
Sánchez-M M., et al., 1992).
Probablemente debe estar relacionado con el catabolismo aeróbico a
partir del exceso de Acetil CoA. En el caso de 7’. cruzi posiblemente
se produce por el catabolismo de aminoácidos y no de la glucosa
(Cazzulo Jj., et al., 1988).
El acetato fué un metabolito mayoritario para todos los clones.
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El succinato es un producto universal del catabolismo de la glucosa,
usualmente acompañado por al menos otro producto (Cazzulo J. 3.
1992) aparentemente puede ser producido por la glucolisis del
fosfoenolpiruvato que es carboxilado a oxalacetato, el cual puede
ser reducido a succinato (Urbina J.A.,et al,, 1993).
El piruvato no siempre se produce en las diferentes poblaciones de
T. cruzi (Cannata Jj. y Cazzulo jJ.J., 1984 y Sánchez-M M., et aL,
1995).
La producción puede ser explicada por el hecho de que algunos
miembros de la familia Trypanosomatidae no poseen lactato
deshidrogenasa (Mukkada A. J., 1985), enzima responsable de la
reoxidación de NADH durante la glicolisis.
Esta ausencia es compensada por la conversión de glicerofosfato a
glicerol mediante la reversión de la reacción de la glicerol-kinasa
(Opperdoes F. R~, 1987).
En los resultados obtenidos con estos clones, se reportan trazas de
este metabolíto.
El etanol es uno de los metabolitos mayoritarios detectados en
algunos aislados de T. cruzi (Sánchez-M M., et al., 1995) lo que
supone que la excreción de este producto de fermentación, es
probablemente el resultado de un metabolismo anaeróbico parcial o
de la incapacidad del ciclo de la gicerolfosfato oxidasa para actuar
sobre todos los equivalente reducidos que se producen en la
glicolisis de tales aislados.
Es importante destacar que en los clones del presente estudio fué
mínima la producción de este metabolíto.
De acuerdo a Frydman B., et al., 1990, la disminución en la
producción de L-alanina, acompañada del incremento en la
producción del succinato, en presencia de NaLICO3, ha sido
encontrado en poblaciones de T. cruzi.
Este evento ocurrió en todos los clones del estudio.
Las diferencias tanto cualitativas como cuantitativas observadas
entre los diferentes clones estudiados, nos indican un delicado
balance y cambios en las estrategias metabólicas para la
degradación de substratos energéticos (glucosa o aminoácidos).
Las características metabólicas del parásito comparativamente con
las células del hospedador mamífero, puede permitir abordar el
desarrollo de nuevas drogas efectivas, mediante inhibiciónes
selectivas.
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5.2. INFECCION CELULAR IN VITRO CON T. cruz¡
En la actualidad se tiene conocimiento que el parásito T. cruzi
invade una variedad de células de mamíferos por interacciones
ligando receptores. Se han postulado dos proteínas uniendo
carbohidratos, la neuraminidasa/transialidasa y la penetrina como
importantes en el proceso de la interiorización del parásito en
células de mamífero (Ortega-B E. y Pereira M.E., 1992).
De acuedo a los resultados de infección con los clones, se determina
un mayor índice de infección en las células VERO que en los
macrófagos.
A su vez los macrófagos de la línea J774 presentan una tasa de
multiplicación celular mayor que las células VERO, de acuerdo a los
recuentos de células en saturación de monocapa y tambien el índice
de infección en macrófagos fué menor que en VERO.
Esto podría estar de acuerdo con la aseveración de los
investigadores Dvorak YA. y Crane M.S. 1981 y Osuna A. et al.,
1984, quienes dicen que el éxito de la infección de las células de
mamíferos, parece que depende de la fase del ciclo celular, lo que
sugiere probables alteraciones en las moléculas de superficie
relacionadas con el ciclo celular y que pueden estar involucradas en
los procesos de invasión.
Observaciones de experimentos adicionales utilizando macrófagos
irradiados, efectivamente confirman que los macrófagos J774
aumentan su índice de infección cuando no se dividen.
Ambas líneas celulares utilizadas para la infección con los
diferentes clones, resultaron ser muy apropiadas para demostrar
que el parásito T. cruzi infecta tanto a células fagocíticas como
aquéllas que no lo son. Comprobandose que la interiorización del
parásito en la célula es un evento que compromete activamente al
parásito, además se pudo observar que la infección en macrófagos
resultó menos éxitosa.
El tiempo de duración del ciclo intracelular en las infecciones in
vitro para estos clones y en las condiciones utilizadas, fué mayor
que otros reportados, ésto está de acuerdo con Engel J.C., et al.,
1985, quien dice que la tasa de replicación intracelular varía en
Trypanosoma cruzi dependiendo de los clones y cepas, por tanto el
ciclo intracelular puede tener diferente duración.
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Debido a que este estudio fué cuantitativo, se enfatiza el índice de
infección en los dos momentos elegidos del ciclo intracelular, sin
embargo las observaciones directas permitieron la visualización de
todas las formas del parásito y los cambios celulares aparentes que
se van sucediendo a lo largo del desarrollo de la infección.
Las células parasitadas, al parecer no sufren daño, incluso continuan
su multiplicación hasta el momento en que se lisan liberando los
parásitos. Estas observaciones son respaldadas por el trabajo de
Brener Z. 1973, quien de igual manera no observó aparentes daños
celulares.
No todos los amastigotes se desarrollan hasta tripomastigotes
dentro de la célula y al parecer cerca del 25% se degeneran (Brener
Z.,1973).
Esto explicaría que al día 10 de infección los tripomastigotes no
sean tantos como se hubiese esperado, con relación a los
amastigotes cuantificados en el día 5.
Se pudo observar las formas de transformación intermedias como
epimastigotes dentro de la célula, como ha sido reportado por Da-
Silva L.H. 1959.
Se ha demostrado que la linea J774 es deficiente en la producción
de metabolitos intermedios de oxígeno despues de la fagocitosis
(Ralp P~, et al., 1975). Esta característica permite los estudios de
infección celular en una línea con cualidades propias de macrófagos.
Por otra parte, se ha encontrado que un alto índice de infección en
macrófagos por T. cruzi está asociado con baja producción de óxido
nítrico. Resultados de Plasman N., et al., 1994 demuestran claras
diferencias en el curso de la infección de T. cruzi en relación al
estado de maduración de los macrófagos.
Las características de macrófagos y de la línea J774 que se
comporta como tal, documentan informacion que respalda los
hallazgos en el presente trabajo, con relación a las diferencias
encontradas de menor índice de infección en los macrófagos que en
las células VERO.
Recordando además que J774 produce baja cantidad de óxido
nítrico (Kuhn R.,1993), pero puede ser suficiente para inhibir el
establecimiento de la infección tan exitosamente como ocurre en las
células VERO, además los macrófagos tienen características propias
para actúar sobre los microorganismos.
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Comparando los resultados del índice de infección de todos los
clones en el día 10, vemos que en células VERO se obtuvo más del
50% de células infectadas, con un máximo del 84%.
En el caso de los macrófagos la infección fué mayor del 30% con un
máximo del 67%.
Como observación interesante, algunos clones presentaron un
porcentaje alto de infección, sin embargo el número promedio de
parásitos dentro de la célula fué escaso, por ejemplo en células
VERO con el clon SOS.
A la inversa tambien ocurrió, como fué el caso del clon BUG2 148 en
VERO al día 10 de la infección.
Recordando que las células fueron infectadas con parásitos de
cultivo axénico, tomados en el momento de máxima diferenciación,
en estos dos casos correspondieron al 72% y 75% respectivamente,
se demuestra que aunque estos clones son infectivos, y ambos
comparten el mismo perfil isoenzimático, su comportamiento
intracelular es diferente en el mismo tipo de célula VERO o
macrófagos.
5.3. ADAPTACION DE LOS CLONES DE T. cruzl EN RATON
La dificultad mayor que se tuvo en este trabajo para adaptar y
estabilizar los diferentes clones, dependió en parte del tiempo que
los parásitos estuvieron en cultivo previamente y tambien como en
todos los demás experimentos, de las características individuales de
cada clon.
Para lo sucedido con el clon CUTIA, no se tiene claridad de la razón
por la cual no infectó células ni ratones, y en la única vez que se
positivizó un ratón, su parasitemia fué mínima negativizandose en
corto tiempo. Lo que significa que la respuesta del hospedador fué
suficiente para superar la infección.
Es probable que este clon sea poco infectivo por naturaleza o que
hubiese perdido su infectividad por una adaptación selectiva a
permanecer en cultivo.
La relación entre diferenciación e infectividad parece ser menos
relevante que el efecto de otras características del parásito sobre el
proceso de infección.
La capacidad infectiva de los parásitos ha sido correlacionada con la
presencia de antígenos de superficie capaces de adherirse a la
membrana de la célula hospedadora (Zingales B. et al., 1982).
62
Esto podría estar en relación con la dificultad de predecir en que
momento las formas metacíclicas estarian aptas para causar la
infección y por ende explicaría en parte lo sucedido en la
adaptación del parásito a ratón, para los diferentes clones.
Al parecer es necesario para la infectividad, que el cambio
morfológico esté acompañado de cambios metabólicos y antigénicos
(Tanuri A. et al., 1985).
En los resultados de pruebas adicionales con los clones BUG2 148 y
BUG2 149, en las cuales se inocularon tres ratones respectivamente,
con formas tripomastigotas provenientes de células VERO
infectadas, se observó que éstas infectaron los ratones de manera
más rápida y con mayor parasitemia que lo acontecido con los
inóculos de metacíclicas de cultivo axénico.
Este hallazgo está en desacuerdo con los estudios de Urdaneta-M 5
1983, donde se enuncia la escasa infectividad de metacícicas
provenientes de cultivo celular, probablemente la diferencia con sus
hallazgos radica en que aquí se trata de clones y no cepas como en
su estudio.
En una reciente investigacion aún no publicada de Zúñiga C. et al.,
1996, se confirma el poder de infectividad en ratón de los
tripomastigotes de la cepa T. rangeil, provenientes de células
infectadas in vitro, además estos tripomastigotes manifiestan otras
características de comportamiento muy interesante, reflejado en su
virulencia y hallazgos histopatológicos relacionados tambien con la
edad de los ratones infectados.
En otros estudios Brener Z. 1973 y De Souza 1984 han revelado en
sus respectivos trabajos, que los tripomastigotes obtenidos de
sangre, cultivo celular y cultivo axénico son infectivos.
Además otros trabajos reportan que amastigotes derivados de
células infectadas pueden infectar y multiplicarsen dentro de
células de manúfero (Ley V., et al., 1988; Umezawa E.S., 1985).
Mediante experimentos con clones de cepa Y de 71 cruzi, Alves A.M.
et al., 1993, tratan de averiguar si los diferentes zimodemas se
correlacionan con características del comportamiento del parásito,
determinando los niveles de infectividad de los clones y subclones
de T. cruzi.
Esta variación de zimodemas encontrada dentro de clones, suele ser
reversible y está asociada con infectividad al raton.
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Se ha encontrado variación en los perfiles isoenzimáticos
acompañada de cambios en la infectividad y virulencia, además
están asociados con la ocurrencia de diferencias cuantitativas en el
contenido total de ADN y contenido de las bases G-C y A-T entre
tripomastigotes y epimastigotes de clones de T. cruzi (Nozaki y
Dvorak J.A.,1993).
En la actualidad se sabe que las poblaciones de T. cn¡zi presentan
alta heterogeneidad y características diversas tales como tropismo
tisular, morfología, parasitemia, patrones isoenzimáticos y perfiles
de productos de restricción por endonucleasas y que tambien
suceden cambios significativos de infectividad y diferenciación
metacícica en cultivos de laboratorio (Engel J.C. et al., 1982).
Por lo tanto es muy necesario llevar a cabo las investigaciones con
poblaciones homogéneas o clones, donde las características se
conservan sin cambios significativos.
5.4. INFECCION EXPERIMENTAL CON T. cruzl EN RATON
COMPORTAMIENTO DE JA ESTRUCTURA CLONAL
El parásito Trypanosoma cruzi es un organismo muy complejo,
como se define por diferentes marcadores bioquímicos como
isoenzimas (Tibayrenc M., et al., 1986), anticuerpos monoclonales
(Kirchhoff L.V. et al., 1984), y estudios de ADN del kinetoplasto
(Macina ItA. et al., 1987), además de muchas otras investigaciones
en diferentes tópicos.
Sin embargo poca información existe acerca de la infectividad y
comportamiento de los clones naturales en modelo experimental.
El desarrollo de un modelo murino que simula las manifestaciones
de la enfermedad humana en sus fases aguda y crónica, facilita el
estudio de los mecanismos de la patogenia, haciendo posible el
análisis de diferentes aspectos de la respuesta inmune y el estudio
del daño tisular.
Los estudios experimentales utilizando formas metacíclicas
inducidas en cultivo, muestran que ocurre semejante a si fueran con
tripomastigotes provenientes de triatominos y las perturbaciones
inmunológicas en el hospedador mamífero son las mismas (López
Mi., et aiL,1995).
De tal manera, los estudios realizados en esta investigación
utilizando tripomastigotes metacíclicos de cultivo, copian lo que
ocurre en las infecciones en la naturaleza con la mayor cercanía
posible.
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Los resultados del presente trabajo permitieron dilucidar el
comportamiento de los diferentes clones de T. cruzi en modelo
murino y otros aspectos biológicos del parásito.
En la infección a ratón se evaluó la prepatencia, la curva de
parasitemia, el estudio de órganos y su análisis lústopatológíco.
Se revelan semejanzas y diferencias entre los distintos clones, que
tienen el mismo o distinto perfil isoenzimático, ambas propiedades
configuran un comportamiento individual que permite comprender
la compejidad de este parásito.
Se observa claramente la relación bidireccional en la relación
hospedador y parásito, donde intervienen los mecanismos de escape
del parásito a la acción defensiva del hospedador y los factores
genéticos de ambos organismos comprometidos (Braun M. y De Titto
E. 1985).
Segun los resultados histopatológicos de ratones infectados con los
clones, claramente se distinguen las lesiones inflamatorias con
infiltrados de células mononucleares y polimorfonucleares en el
cincuenta por ciento de los órganos elegidos para el seguimiento,
además los hallazgos de pseudoquistes o “nidos de amastigotes” los
cuales confirman el establecimiento de la infección en el raton.
El parásito T. cruzi puede presentar distintos tropismos tisulares en
vertebrados (Melo R.C.y Brener Z.,1978; Mayer R. et al., 1990).
Durante la infección aguda se produce daño tisular, debido a la
replicación de los organismos y al efecto de las toxinas liberadas por
el parásito y en algunos casos inicios tempranos de reacciones
autoinmunes.
Ocurre denervación temprana, pero sólo en la fase crónica se puede
ver con claridad las manifestaciones de disfunción orgánica (Mc
Cabe R.E. et al., 1989).
Como característica común en los resultados de la histopatología, se
encontró tropismo muscular, como un tejido de primera línea de
infección para todos los clones de este estudio.
Los órganos musculares incluyendo el corazón, se encuentran
frecuentemente infectados en la fase aguda de infección con 71 cruzi
(Bice D.E. y Zeledon R.,1970; Hanson W.L. y Roberson E.L.,1974).
Segun los investigadores Antunes V.de P. et al., 1993 en la fase
aguda de la infección con T. cual, ocurre una rápida multiplicación
del parásito, con parasitemia evidente y parasitismo tisular,
distribuido de acuerdo a la afinidad del parásito con tipos celulares
específicos, usualmente con afinidad por miocardio, músculo
esquelético y tracto digestivo. 4
T
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La miocarditis chagásica aguda se ha encontrado en la gran mayoria
de los ratones infectados con los clones del estudio.
Es sabido que esta miocarditis tiende a regresar en fase aguda,
segun los estudios de infección con T. cruzi en perros, al igual que la
inflamación encontrada a nivel de sistema nervioso central (Pittella
J.F., et al.,1990).
Varias investigaciones sugieren por otra parte, que en pacientes
infectados con T. cruzí, la miocardiopatía chagásica es producida
por mecanismos autoinmunes, inducidos por antígenos compartidos
por el parásito y las células del humano (Brener Z., 1994).
Tambien se han reportado cardiopatías chagásicas en fase aguda
con tropismo tisular variado (Penin P. et al., 1990).
Generalmente estas patologías severas se reportan en Chagas
crónico. Otros hallazgos del mismo autor, manifiestan que la
respuesta humoral probablemente participa en lesiones de músculo.
Los anticuerpos que se unen a la superficie de células del músculo y
principalmente en músculo cardíaco, están en el suero de ratones
crónicamente infectados con T. cnszi.
Las células sufren daño por la citotoxicidad mediada por células
dependiente de anticuerpos
En los últimos años se ha puesto especial interés en estudios
multidisciplinarios que permitan mayor conocimiento del parásito
T. cruzi.
La correlación entre variación molecular a nivel génico con los
cambios en las propiedades patofisiológicas, requieren especial
interés.
En la actualidad existe la tendencia de investigar con los clones más
que con cepas, debido a que éstos permiten mayor certeza de
homogeneidad (Myler P.J., 1993).
La teoría clonal en T. cruzi, ha revelado la existencia de diferencias
entre individuos en relación a características biológicas y
patogenicidad, probablemente como respuesta a la selección y
adaptación a múltiples circunstancias (De Titto E.U., et al.,1987).
En los resultados histopatológicos de este estudio, se visualizan
procesos inflamatorios en la mayoría de los órganos, siendo más
relevantes a nivel de musculatura esquelética y cardiaca.
Todos los ratones infectados, presentaron infiltrados inflamatonos
en los órganos comprometidos, cerebro, corazón, músculo
esquelético y en menor grado en hígado, bazo y colon, con presencia
o no de pseudoquistes. -.
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Es de anotar que la inflamación no es un parámetro definitivo para
asegurar una infección por T. cruzi, ya que muchas patologías lo
presentan, sin embargo en este caso podría atribuirse a la infección
con el parásito, ya que ha estado asociada con el hallazgo de
pseudoquistes como infección establecida y presencia de
parasitemia en todos los ratones.
Además la mayoría de los investigadores aducen que los infiltrados
inflamatorios en infecciones con T. cruzi, aparecen generalmente y
de manera temprana, lo cual sería un efecto de la perturbación
electrofisiológica en los tejidos, a nivel de fibras nerviosas y sitios
intramusculares principalmente.
Los infiltrados inflamatorios encontrados en corazón de ratones
infectados con formas metacídicas provenientes de cultivo axénico,
están igualmente presentes como en las infecciones con los parásito
provenientes del insecto vector López M.F., et al., 1995).
En otros trabajos de infección de ratón con T. cual, mencionan los
procesos mflamatorios los cuales varían de acuerdo a la cepa de
raton utilizada y los correlacionan con niveles de Ig G2a, además
explican que ratones más susceptibles responden con procesos
inflamatorios donde predominan las células mononucleares
(Andrade y. et al., 1985).
Otros autores han encontrado predominio de células T tipo CD8 en la
inflamación por infección con T. cruzi en ratón. Cerca del 90% del
infiltrado celular de corazón y músculo esquelético corresponde a
estas células en la enfermedad de Chagas (Kierszenbaum F. 1995).
Tambien se atribuye a los procesos iniciales autoinmunes las
lesiones inflamatorias encontradas, sin presencia de parásitos en la
enfermedad de Chagas (Mireilles H.j., et al., 1987).
De igual manera otros investigadores afirman que durante la
infección con 71 cruzi, las lesiones inflamatorias en corazón, músculo
esquelético y otros tejidos probablemente son debidas a la
respuesta inmune inducida por el parásito (Ribeiro dos Santos R., et
al.,1991). Además la inflamación es de variada intensidad y
distribución y a veces suele ser regresiva (Pittella 3. E., et al., 1990).
En el estudio histopatológico de este trabajo, se encontró bastante
compromiso inflamatorio de distribución variable en la mayoría de
los órganos, que podría ser explicado en parte, por los enunciados
anteriores.
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Con respecto al hallazgo de pseudoquistes en hígado y bazo de
ratones infectados con el clon S03 fué exclusivo para este clon y
ninguno de los otros clones con igual perfil isoenzimático, lo
presentaron.
Además este clon 503 mostró manifestación macroscópica de
hepatomegalia, con bajas parasitemias en ratones.
Según Bertelli M.S. y Brener Z. 1980, se han encontrado receptores
de membrana en macrófagos, diferentes a C3 y Fc, los cuales son
específicos para parásitos sanguíneos.
Existe la posibilidad que receptores similares presentes en otras
células del hospedador, puedan estar comprometidos en el diferente
tropismo de T. cruzi en el hospedador vertebrado, ésto podría
explicar en parte la diferencia de tropismo en el caso de este clon.
Probablemente una serie de factores confluyen para la especificidad
del tropismo tisular relacionado con la infección de cada uno de los
clones naturales en T. cnizi.
El hallazgo de tripomastigotes en líquido ascítico de ratones
infectados con el clon BUG2 149, se corresponde con lo reportado
hace varios años por los investigadores Da-Silva L.H.,1959 y Wood
D.F., 1951, quienes informaron la presencia de transformación de
amastigotes a tripomastigotes en liquido peritoneal, probablemente
liberados por elementos celulares en ratones infectados con T. cruzi.
Es de mencionar el hallazgo macroscópico de cerebros de
consistencia muy blanda, probablemente se podría definir como
encefalitis con áreas de necrosis colicuativa en los ratones
inoculados con los clones CUICA ESQUILO y Pl 1 pertenecientes al
clon Mayor 20 y los clones S03 y NR del clon Mayor 39, aunque a
nivel microscópico la inflamación no fué relevante.
Llama la atención el hecho de que éstos clones a su vez, presentaron
bajas parasitemias en los ratones y no se encontraron
pseudoquistes en corazón de ninguno de ellos, excepto en infectados
con el clon S03 donde se observó un pseudoquiste.
No son suficientes datos para afirmar alguna relación entre estos
parámetros, sin embargo cabe mencionar que el clon 503 presentó
compromisos tisulares muy interesantes y fué en los únicos ratones
donde se encontraron pseudoquistes a nivel de bazo e hígado.
Estudios realizados en raton por González-C S.M. y Mirkin G. 1994
describen daño del sistema nervioso central traducido en hallazgo
de infiltrados celulares focales con o sin parásitos asociados.
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Tambien segun los estudios de estos investigadores, en la fase
aguda de la enfermedad de Chagas, los parásitos participan al
menos en algún grado, en la producción de lesiones tisulares (De
Diego J. A. eta., 1991).
En general las lesiones son producidas por acción mecánica durante
el período de intensa multiplicación intracelular del parásito,
cuando éstos son liberados y se produce la lisis celular.
Además los macrófagos ya activados son capaces de la acción
parasiticida, lo cual puede agravar el daño tisular por liberación de
sustancias citotóxicas de origen parasitario.
Haciendo un análisis comparativo de los resultados de parasitemias
y compromisos tisulares de los clones, vemos que las mayores
parasitemias se encontraron en los clones BUG2 148, BUG2 149, MN,
del zimodema o clon Mayor 39 y en el c1on13379 pertenecientes al
clon Mayor 19, y las menores correspondieron a los clones Pu,
CUICA y ESQUILO pertenecientes al Clon Mayor 20.
Sin embargo los compromisos inflamatorios y los hallazgos de
pseudoquistes de amastigotes en los ratones infectados con los
clones de mayores parasitemias, no fueron significativamente
superiores a los encontrados en los ratones infectados con los
clones que dieron menores parasitemias, como se puede ver
comparando los clones SP104 y ESQUILO con el clon BUG2 149.
Cabe mencionar que se encontró importante compromiso cardíaco y
muscular esquelético en ratones infectados con el clon 0P52 1, el
cual presentó la parasitenta más baja.
Lo anterior indica que no hay directa correlación entre la
parasitemia y daño tisular. Iguales conclusiones fueron dadas por
Borges M.M., et al., 1992 en su amplio estudio realizado en ratones
cepa Swiss infectados con diferentes cepas de T. cruzí.
En otros trabajos a nivel de poblaciones humanas, tampoco se ha
encontrado relación directa entre la parasitemia y la evolución de la
cardiopatía chagásica (Borges-P. J., et aL,1992).
De acuerdo a los resultados de compromiso de las cavidades
cardiacas en cuanto a la inflamación encontrada, se observó que los
clones presentaron mayor porcentaje de inflamación a nivel de
ventrículos, lo que está en concordancia con los hallazgos de Simoes
M.V. et aL,1994, en pacientes con miocarditis aguda.
Segun Sabre G., et al.,1981 sugieren que la distribución de las
lesiones inflamatorias en las diferentes partes del corazón, están
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relacionadas con el metabolismo y diversidad antigénica de las
cámaras del corazón.
Todas las diferencias al igual que las similitudes entre los clones, se
agrupan en un contexto que lleva necesariamente a considerar la
variabilidad en las interacciones parásito-hospedador.
Esta heterogeneidad tiene un impacto importante en la ecología y
evolución de los parásitos y por tanto en la epidemiología de la
enfermedad.
Se ha reportado que dos clones del mismo zimodema tienen
características médico-biológicas diferentes (Tibayrenc M. y Ayala
FJ., 1988).
Por lo tanto se hace aún más complejo el análisis y es precisamente
lo que acontece para los clones de este estudio.
Segun lo discute Schmid-Hempel P. y Koella J. C. en su trabajo
publicado en 1994, se encuentra una alta variabilidad en todos los
sentidos, refiriendose tanto al parásito como al hospedador.
[lay muchas evidencias que respaldan la afirmación que una
parasitosis involucra activamente al parásito y su hospedador y
todos los factores que inciden en estas interacciones están
relacionados.
La variabilidad en el genotipo del parásito (Dvorak J.A.,1984;
Wagner W. y So M., 1990) y en el genotipo del hospedador
<Trischman T., et al., 1978), susceptibilidad o resistencia a la
infección, la edad, comportamiento social, variación geográfica y
espacial definen el desarrollo de la enfermedad.
Algunos investigadores encuentran que la susceptibilidad de las
diferentes cepas de ratones a la infección con T. cruzi en fase
aguda, depende tanto de la cepa del ratón como de la cepa o clon
del parásito (Postan M. et al., 1982a y 1982b).
Los resultados presentados aquí, revelan que estos clones infectan
ratones de la cepa Swiss, en los cuales se dá una prepatencia corta y
la parasitemia relativamente baja con tendencia a desaparecer
alrededor de los 30 días.
En cuanto al estudio histopatológico se encuentra compromiso
tisular con tropismo variado, sin mortalidad en fase aguda.
Los estudios realizados en modelos animales permiten comprender
la interacción compleja que regula la infección, además que
diferentes subpoblaciones de cepas T. cruzi pueden determinar
diferentes características de infección como la mortalidad y el
tropismo tisular (Mc. Cabe R., et al., 1989>.
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Segun los resultados de las investigaciones en infección con T. cruzí
realizadas con modelo murino, incluyendo el presente trabajo, se
está de acuerdo con la aseveración de algunos autores como
Kierszenbaum F. et al., 1995, quienes dicen que es inapropiado
referirse a cepas de ratones susceptibles o resistentes sin referirse
a la cepa o clon de T. cruzi usada para establecer la infección.
El parásito T. cruzi está asociado con dos principales formas
clínicas, la cardiaca y la intestinal. Estas manifestaciones no se
encuentran igualmente distribuidas dentro del rango geográfico de
la enfermedad.
Se ha tratado de buscar la explicación a ésto y Miles M.A., et al.
1981, propuso que estas diferencias clínicas pueden ser explicadas
por la distribución de los distintos zimodemas del parásito.
A pesar de las muchas investigaciones que se realizan, existe
todavía una serie de interrogantes en torno a la morbilidad en la
enfermedad de Chagas.
Los largos períodos latentes que en ocasiones preceden a las
lesiones, la discrepancia entre la carencia o escases de parásitos y la
severidad de la enfermedad, la variable e imprevisible forma
clínica y la evidencia de diferencias geográficas en la prevalencia de
las formas clínicas.
En las investigaciones realizadas por BreiMere 5. E, et al, 1989, con
un número considerable de pacientes chagásicos en Bolivia y
cubriendo diferentes zonas geográficas del país, encontró una gran
variabilidad genética de T. cruzi, traducida en diferentes zimodemas
identificados.
Esto en principio está de acuerdo con la hipótesis de las propiedades
patogénicas de los zimodemas.
Sin embargo estos autores no encontraron una regla que determine
la hipótesis de especificidad patogénica de estricta asociación con
zimodema particular.
Con los resultados de este trabajo tampoco se puede determinar una
asociación específica de zimodema ni área geográfica del
aislamiento con manifestación dinica, lo que permite asumir que los
clones son entidades autónomas en su comportamiento,
probablemente asociado con las condiciones del entorno y
propiedades individuales del clon.
Según los estudios de características biológicas de 7’. cruzi realizado
por Sánchez G. et al.,1990, los zimodemas Zí y Z2 bol y Z2bra que
corresponde a una clasificación ai~tigua de amplios grupos, se
encuentran diferencias significativas entre ellos.
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Los clones naturales SP1O4 y MN del presente estudio aislados en
Chile, pertenecen respectivamente a Zí y Z2bol, los cuales segun sus
resultados tienen baja virulencia en raton, igual sucede en los
resultados de esta investigación.
De igual manera, otros autores Luquetti NO. et al., 1986 y Apt W. et
al.,1987, dicen que no hay una clara correlación entre los
zimodemas de T. cruzi y los diferentes síntomas de la enfermedad
de Chagas.
En general, todos estos investigadores explican las dificultades
metodológicas que se encuentran en los aislamientos naturales, que
pueden obrar como filtros de selección de subpoblaciones del
parásito, en infecciones mixtas las cuales son muy frecuentes.
Se han observado cambios en el ADN del parásito como respuesta al
“stress” (Nozaki T., y Dvorak J.A.,1993), es probable que estos
cambios en última instancia influyan en la adaptación del parásito a
las presiones medio ambientales y por lo tanto ocurra una selección
en la distribución geográfica de los organismos.
Se hace alusión a ésto para comentar que los clones de estudio
aislados de la misma zona geográfica y compartiendo el mismo
perfil isoenzimático, como puede ser el caso de los clones MN y NR
del clon Mayor 39 aislados de Chile, no manifiestan grandes
similitudes en su comportamiento a nivel de metaciclogénesis,
infección celular in vitro ni en raton.
Además, se han encontrado clones aislados de una misma zona
geográfica los cuales presentan diferentes zimodemas entre si, con
manifestaciones histopatológicas similares, como es el caso de los
clones 13379, Pu y S03 aislados en Bolivia, lo que hace más
compleja la asociación clínica con un zimodema particular.
En la presente investigación se utilizaron clones naturales del
parásito Trypanosoma cruzi, lo que permite mayor certeza de
homogeneidad para correlacionar su comportamiento en animales
de experimentación, con el clon Mayor o zimodema y dilucidar la
especificidad patogénica.
Se pudo relacionar una manifestación clínica de importancia, fué así
como los clones ESQUILO, CUICA, y Pl 1 con genotipo de clon Mayor
20, no presentaron pseudoquistes a nivel de corazón y presentaron
pocos focos de inflamación con bajo porcentaje de área tisular
afectada.
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En términos generales, en los resultados de este estudio, se pudo
observar una autonomía de comportamiento clonal, con algunos
parámetros de similitud, no tantos como se hubiera esperado para
los clones con el mismo perfil isoenzimático, lo que nos indica que
existe un abanico de posibilidades que ocurren en las infecciones
chagásicas, de acuerdo los parámetros biológicos y cinicos.
Los clones Mayores o zimodemas, más frecuentemente encontrados
en la naturaleza sonl9, 20 y 39 y se les puede encontrar en aislados
de pacientes con infecciones mixtas (Ayala EJ. 1993) y segun
Breniere 5. et al., 1989, no muestran diferencias significativas en su
patogenicidad y estan asociados con todas las diferentes
alteraciones y patologías chagásicas.
En los resultados de esta investigación utilizando estos clones
Mayores en un modelo experimental, se puede confirmar lo mismo,
excepto para la manifestación cardíaca de pseudoquistes que está
ausente para los clones del zimodema 20.
Es necesario enfatizar que existen varios factores que contribuyen
a las diferencias en el comportamiento del parásito en otros
aspectos biológicos.
En las investigaciones de Henriksson Y, et al., 1993 con variabilidad
de cariotipo y variabilidad isoenzimática, lograron correlacionar
clasificación de poblaciones naturales del parásito T. cruzi por
marcadores isoenzimáticos y localización de los genes en los
cromosomas, lo que respalda la teoría clonal de reproducción en un
parásito con sectores del ADN diploides como es T. cruzi.
Sin embargo en sus resultados, no encontraron correlación con las
manifestaciones clínicas.
Las poblaciones naturales de Trypanosoma cruzi, tienen una
estructura clonal, lo cual ha sido revelado por extensos estudios de
genética de poblaciones (Tibayrenc M., et al., 1986).
Se han reportado interesantes hallazgos de variacion de zimodemas
dentro de clones, dependiendo de la composición del medio de
cultivo, dichos cambios pueden ser regresivos y afectan la
infectividad en ratón (Alves A., et al., 1993).
De igual manera Tanuri A. y Almeida D.F., 1984, encontraron la
existencia de diferencias intraclonales.
Entre el gran número de clones naturales que se han aislado e
identificado isoenzimáticamente, algunos son los más frecuentes en
las diferentes zonas endémicas, a los cuales se les denomina clones
Mayores por su genotipo dominante, tambien reciben el nombre de
clonet (Tibayrenc M. y Breniere 54K 1988; Ayala F.J.,1993).
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Los clones Mayores 19 y 20 están muy relacionados
filogenéticamente, con distancia genética de 0.02 y con una única
diferencia alélica en 15 loci <Tibayrenc M. y Ayala F.J. 1988).
La distancia genética estima el número de sustituciones alélicas que
han ocurrido en dos organismos, en este caso clones,desde que ellos
compartieron un ancestro común (Ayala F.J.,1993).
Cabe entonces la pregunta por qué, silos clones Mayoresl9 y 20
son filogeneticamente muy cercanos, tienen marcadas diferencias
en su comportamiento.
Es preciso pensar la explicación en referencia a las implicaciones
evolutivas de adaptación lo que coincide con los argumentos que
esgrime en su trabajo Ayala F.J., 1993, cuando afirma que T. cruzi
es geneticamente en extremo heterogéneo y necesariamente ha
ocurrido una adaptación al hospedador humano, de manera
independiente y por linajes.
Probablemente por esta razón se encuentran diferencias
significativas en la adaptación, infectividad, virulencia y diversidad
en la patología de este parásito en sus hospedadores mamíferos.
Por lo tanto aunque sean tan similares isoenzimáticamente, se ha
encontrado en este estudio de infección experimental con raton,
importantes diferencias entre ellos en manifestacion clínica y de
igual manera en su comportamiento en cultivo.
Cabe resaltar el comportamiento individual de clon de manera
independiente y su posible relación con forma clínica de la
enfermedad, lo que permite una mayor comprensión de la infección
mixta por varios clones, dentro de un mismo hospedador humano.
Toda la información conocida de la estructura clonal en T. cruzi,
demanda una caracterización por separado de los atributos
biológicos y médicos de cada una de las unidades clonales como lo
ha sugerido Tibayrenc. M. et al., 1990.
En la presente investigación se llevó a cabo un estudio con 12 clones
naturales de T. cruz¡, y se encontraron interesantes resultados que
muestran un comportamiento autónomo y característico de clon.
Con la utilización de varios criterios de estudio como ha sido en este
trabajo, se reporta una significativa variabilidad entre los clones de
71 cruzi con algunas propiedades comunes, tanto en sus
características biológicas como en las manifestaciones clínicas.
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El modelo clonal necesita mayor refinamiento mediante adicionales
investigaciones a nivel genético, inmunológico y molecular, además
de la utilización del mismo y otros modelos experimentales,
necesarios para el entendimiento de los fenómenos involucrados en
la patogenia con relación activa en una parasitosis, lo que en última
instancia lleva al mayor conocimiento de la enfermeda de Chagas en
las poblaciones humanas y su posible solución.
CONCLUSIONES
~1 ~1
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De acuerdo a los resultados obtenidos en la presente investigación
se puede concluir lo siguiente:
1. En estos clones no se encontró relación directa entre porcentaje
de tripanosomas metacíclicos e infectividad y virulencia.
2. Los resultados del estudio del metabolismo del parásito en
cultivo en fase exponencial, mostraron un delicado balance en las
estrategias metabólicas para la degradación de substratos
energéticos, con producción de succinato, acetato y alanina, como
metabolitos principales.
Además los clones OPS21 y 13379 pertenecientes al clon Mayor 19,
producen L-malato como metabolito principal, siendo éste el más
importante para el clon OPS2 1.
3. Con respecto a la infección en líneas celulares VERO y macrófagos
J774, con los clones del estudio, se pudo determinar un mayor
índice de infección en VERO. Sin embargo se encontró en algunos
clones, alto número de tripomastigotes intracelulares aunque su
índice de infección fuera menor.
La duración del ciclo intracelular para estos clones fué mayor a lo
establecido para cepas de EF. cruzi.
4. En el modelo experimental, los clones mostraron variedad de
tropismo tisular, con hallazgo de pseudoquistes y diferente cantidad
de infiltrados inflamatorios asociados, siendo común en la
histopatología el tropismo muscular.
Se encontraron pseudoquistes en hígado y bazo de ratones
infectados con el clon S03 del clon Mayor 39.
5. Cabe mencionar la ausencia de pseudoquistes en corazón de
ratones infectados con los clones pertenecientes al clon Mayor 20.
6. No se encontró relación directa entre parasitemias e
histopatologia.
7. La infección en ratón cepa Swiss, presentó para todos los clones
estudiados, prepatencias cortas, parasitemias bajas, y fase aguda de
cincuenta días de duración, con ausencia de mortalidad
RESUMEN
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El parásito Trypanosoma cruzi es el agente etiológico de la
enfennedad de Chagas o tripanosomiasis americana.
Este protozoo parásito posee un ciclo biológico complejo, con
alternancia entre un hospedador vertebrado y un insecto vector, lo
que implica una necesidad de adaptación selectiva a los diferentes
medios.
Trypanosoma cruzi manifiesta una alta variabilidad genética,
siendo una característica muy importante su amplia heterogeneidad
con respecto a sus propiedades biológicas, bioquímicas y médicas.
Este parásito presenta una reproducción básicamente clonal,
manifestando que su evolución ha sido muy antigua y ha ocurrido
de manera independiente.
lEn la naturaleza las poblaciones de EF. cruzi se encuentran como
genotipos dominantes, identificados por perfiles isoenzimáticos.
En la actualidad se reconocen 43 zimodemas llamados clones
Mayores, los cuales se encuentran en amplias zonas geográficas.
Los clones Mayores 19, 20 y 39 motivo del presente estudio, son los
más frecuentemente encontrados en los diferentes aislados en la
naturaleza.
Se ha realizado un estudio comparativo del comportamiento de los
diferentes clones pertenecientes a los tres clones Mayores
mencionados, bajo el punto de vista de las características biológicas
y la manera como inciden sus propiedades individuales en la
relación con el hospedador, lo que conduce en última instancia a la
comprensión de las manifestaciones clínicas en la enfermedad de
Chagas.
El proceso de diferenciación o metaciclogénesis, analizado en tres
medios de cultivo para cada clon en particular, reveló que ocurre la
transformación de formas epimastigotas a tripomastigotas
metacíclicas, copiando lo que acontece en el insecto vector.
Los porcentajes de diferenciación varían en cada uno de acuerdo al
medio de cultivo utilizado y al clon en particular.
Se encontró máximo porcentaje de transformación del 95% en
medio TAUP para el clon Pu del clon Mayor 20, y mínimo
porcentaje de 14% para el clon CUTIA del clon Mayor 19.
El estudio de metabolitos mediante la técnica no invasiva de RMN
[1,mostró que los tres clones Mayores 19, 20 y 39, producen
principalmente succinato, acetato y. alanina.
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Los clones 13379 y OPS21 pertenecientes al clon Mayor 19,
mostraron como producto de excreción adicional L-malato, siendo
para 0P32 1 el metabolito principal.
Se observaron diferencias tanto cuantitativas como cualitativas
entre los diferentes clones.
Los resultados del estudio metabólico indican activación de la vía
glicolítica y de aminoácidos como estrategia importante para la
obtención de energía por parte del parásito.
Sin embargo de acuerdo a los resultados de infectividad de estos
clones de estudio, en cultivo celular como en modelo experimental,
se pudo observar que la infección acontece de manera similar para
todos los clones, independientemente de sus porcentajes de
diferenciación, excepto para el clon CUTíA cuyas formas
metacíclicas obtenidas fueron incapaces de infectar tanto a células
en cultivos como al modelo experimental.
Por lo tanto, no se observa relación importante como causa y efecto,
entre el porcentaje de diferenciación y la infectividad.
En cuanto a la infección celular in vitro, se pudo comprobar que
estos clones de EF. cruzi infectan y desarrollan su ciclo intracelular
en los diferentes tipos de células fagociticas y no fagocíticas, con un
tiempo de duración intracelular mayor a lo usual para cepas del
parásito.
El índice de infección fué mayor en células VERO que en macrófagos
para todos los clones, con 80% de máximo en VERO al día 10
postinfección para el clon S03 del clon Mayor 39 y 67% de máximo
en macrófagos, línea J774 para el clon Ph del clon Mayor 20.
En cuanto al estudio en modelo experimental murino, se pudo
observar un comportamiento propio de clon, con semejanzas y
diferencias entre los distintos clones que tienen el mismo perfil
isoenzimático.
Se observa claramente la relación bidireccional en la relación
hospedador-parásito, donde intervienen los mecanismos de escape
de EF. cruzi a la respuesta del hospedador, y los factores genéticos
de ambos organismos comprometidos.
De acuerdo a la evolución de la parasitemia se encuentra que es
relativamente baja y tiende a desaparecer a los 30 días
pos tinfección.
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Los resultados histopatológicos revelan tropismo tisular variado,
siendo el músculo el tejido de primera elección.
Procesos inflamatorios severos y hallazgo del parásito en tejido a
manera de pseudoquistes, lo cual confirma el establecimiento de la
infección.
Es de resaltar el hallazgo de pseudoquistes en hígado y bazo de
ratones infectados con el clon S03, tropismo tisular poco frecuente
en las infecciones con EF. cruzi.
Como diferencia significativa se encontró que los clones
pertenecientes al clon Mayor 20, no presentaron pseudoquistes en
corazón, siendo éste órgano el más afectado en la enfermedad de
Chagas.
Según los resultados de parasitemias y manifestaciones histológicas
de lesión tisular, no se encuentra correlación directa entre estos dos
parámetros.
Los resultados generales en modelo experimental, revelan que los
clones del estudio, infectan ratones cepa Swiss con prepatencia
corta y parasitemias bajas y compromiso tisular importante, sin
mortalidad en fase aguda.
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